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Resumo 
Uma das maiores ameaças à produção de Coffea arabica em África é a antracnose dos 
frutos verdes do cafeeiro, causada pelo fungo Colletotrichum kahawae JM Waller & PD 
Bridge. As perdas de produção podem atingir 50-80% se não forem aplicadas medidas de 
controlo. 
Com vista à caracterização da variabilidade do fungo, efectuaram-se estudos 
morfoculturais, patogénicos, bioquímicos e moleculares. Morfoculturalmente, os isolados de 
Colletotrichum revelaram diferenças na taxa de crescimento e de esporulação quando 
incubados a diferentes temperaturas. Os testes de patogenicidade revelaram que a temperatura 
de incubação dos isolados interage com a sua capacidade de infectar hipocótilos e frutos 
verdes. Assim, isolados crescidos a 10ºC e 15ºC foram mais agressivos do que isolados 
crescidos a temperaturas mais altas. Noutros testes, verificou-se que a diminuição da 
agressividade, em isolados mais antigos, pode ser recuperada após algumas re-inoculações em 
frutos verdes destacados. A caracterização isoenzimática, baseada na análise da actividade da 
esterase, fosfatase ácida e alcalina, peroxidase, dismutase do superóxido e desidrogenase do 
malato, permitiu a detecção de polimorfismo entre os isolados estudados. A isoenzima 
fosfatase alcalina foi a que se revelou mais eficaz na separação dos isolados de C. kahawae 
estudados. Ao nível molecular, verificou-se a grande semelhança entre os isolados de C. 
kahawae e a sua estreita relação com a espécie C. gloeosporioides. 
Para caracterizar a expressão da resistência em hipocótilos de cafeeiro com diferentes 
níveis de resistência ao C. kahawae, estudou-se o crescimento do fungo assim como as 
rápidas respostas por ele induzidas nas células das plantas, através da microscopia óptica e 
electrónica de transmissão. A penetração do fungo nos tecidos do hospedeiro ocorreu a partir 
de apressórios melanizados, directamente através da parede celular da epiderme, com a 
formação de uma vesícula de infecção que apresenta posterior ramificação intra e intercelular. 
Nas plantas susceptíveis, após um breve período de biotrofia, seguiu-se o crescimento 
necrotrófico do fungo que culminou com a produção de sintomas (lesões escuras em 
depressão) e esporulação. Na fase necrotrófica, a colonização das células hospedeiras pelo 
fungo esteve associada à degradação das paredes celulares e à morte das células do 
hospedeiro. Os genótipos resistentes caracterizaram-se por um crescimento restrito do fungo, 
associado à reacção de hipersensibilidade, modificações nas paredes celulares (espessamento 
e autofluorescência) e rápida acumulação de compostos fenólicos, nomeadamente derivados 
do ácido hidroxicinâmico e flavonóides. 
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Abstract 
A major threat to the production of Coffea arabica in Africa is the coffee berry disease 
caused by the fungus Colletotrichum kahawae JM Waller & PD Bridge. If no control 
measures are applied crop losses can reach 50–80%. 
Morphocultural, pathogenic, biochemical and molecular studies were carried out 
aiming the characterisation of fungus diversity. Morphocultural studies made in 
Colletotrichum isolates revealed differences in fungal growth and sporulation rates at different 
incubation temperatures. Pathogenic and aggressiveness tests showed that the growing 
temperature of the isolate interacts with its ability to infect hypocothyls or green berries. 
Thus, isolates grown at 10ºC and 15ºC were more aggressive than isolates grown at higher 
temperatures. In other studies, it could be seen that the decrease of aggressiveness of old 
isolates can be recovered after some re-inoculations on detached green berries. Isoenzymatic 
characterisation based on the activity of esterase, acid and alkaline phosphatase, peroxidase, 
superoxide dismutase and malate dehydrogenase allowed the detection of polymorphisms 
among the isolates studied. The isoenzyme alkaline phosphatase was the most efficient in the 
separation of C. kahawae isolates. Molecular analyses revealed a high similarity among C. 
kahawae isolates and the close relationship with C. gloeosporioides species. 
To characterise the expression of resistance, in hypocotyls with different levels of 
resistance to C. kahawae, fungus growth and its early responses were investigated by light 
and transmission electron microscopy. Fungal penetration in the host tissues occurred through 
melanized appressoria, directly into the epidermal cell walls, with the formation of an 
infection vesicle. The hyphal growth began in the lumen cell and subsequent invasion steps 
involved intra and intercellular development of hypha in the tissues. In susceptible plants, a 
brief period of biotrophy was followed by the necrotrophic fungal growth, with the production 
of symptoms (dark sunken lesions with sporulation) and sometimes acervuli erupted through 
the cuticule and release conidia. In the necrotrophic phase, colonization of host cells by the 
fungus was associated with cell wall degradation and death of the host cell. The most resistant 
genotypes were characterized by a restricted fungal growth, associated with hypersensitive-
like host cell death, modifications in the cell walls (thickening and autofluorescence) and 
early accumulation of phenolic compounds, such as flavonoides and hydroxycinnamic acid 
derivatives. 
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Nota Prévia  
 
As actividades de investigação desenvolvidas neste programa de doutoramento foram 
realizadas no Centro de Investigação das Ferrugens do Cafeeiro - Instituto de Investigação 
Científica Tropical (CIFC-IICT) e no “Institut de Recherche pour le Développement” (IRD-
França), no âmbito do projecto de investigação da União Europeia: “Development of a 
strategy for durable management of the resistance to CBD in Africa” Contract nº ICA 4 – CT 
– 2001 – 10008. 
 
O trabalho que se apresenta integra duas componentes: 
– Um estudo da variabilidade do agente patogénico (Colletotrichum kahawae) 
englobando uma caracterização morfocultural, patogénica, bioquímica e molecular. 
– Uma caracterização citológica da expressão de resistência em genótipos de cafeeiros 
resistentes (comparativamente a genótipos susceptíveis). 
 
 
Este estudo possui seis capítulos. No primeiro capítulo efectua-se uma breve descrição 
do cafeeiro (Coffea spp.) e da antracnose dos frutos verdes do cafeeiro causada pelo fungo 
Colletotrichum kahawae. No segundo capítulo descrevem-se os materiais e métodos 
utilizados ao longo deste estudo. No âmbito do terceiro e quarto capítulos efectua-se uma 
análise da variabilidade de C. kahawae assim como uma caracterização citológica da 
expressão da resistência. No quinto capítulo sumarizam-se algumas conclusões gerais e 
perspectivas futuras. No sexto capítulo discriminam-se as referências bibliográficas 
consideradas mais relevantes neste estudo. 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 - Introdução geral 
 

Introdução geral 3 
 
 
1.1. O cafeeiro (Coffea spp.) 
1.1.1. Taxonomia e origem 
O cafeeiro (Coffea spp.) pertence à família das Rubiaceae, sub-família das Ixoroideae 
(Andreasen & Bremer, 2000).  
A primeira descrição botânica de um cafeeiro, sob o nome de Jasminum arabicum, foi 
feita em 1713, por A. de Jussieu, tendo por base uma única planta pertencente ao Jardim 
Botânico de Amesterdão. Em 1737, Linnaeus integrou-o num género separado, Coffea, com a 
única espécie conhecida até então - C. arabica (Charrier & Berthaud, 1985). 
Mais tarde, Chevalier (1947) propôs a primeira classificação das espécies do género 
Coffea L., baseada quase exclusivamente na distribuição geográfica e nas características dos 
frutos das plantas. As espécies de cafeeiro foram então agrupadas em quatro secções: 
Eucoffea, Mascaracoffea, Paracoffea e Argocoffea. Na secção Eucoffea colocaram-se todas as 
espécies provenientes de África. Esta secção foi posteriormente dividida em 5 subsecções de 
acordo com vários critérios: altura da planta (Nanocoffea), consistência da folha 
(Pachycoffea), coloração de fruto (Erythrocoffea, Melanocoffea) e distribuição geográfica 
(Mozambicoffea) (Charrier & Berthaud, 1985; Wrigley, 1988). Muitas das espécies colocadas 
então nas secções Paracoffea e Argocoffea fazem actualmente parte de outros géneros (Davis, 
2003). Com o desenvolvimento de novas técnicas aplicadas ao estudo da sistemática, 
surgiram as primeiras críticas e alterações à classificação proposta por Chevalier (Leroy, 
1980; Bridson, 1982, 1986).  
Mais recentemente, o género Coffea foi subdividido em dois subgéneros: Coffea e 
Barocoffea (Bridson, 2003; Davis, 2003; Davis et al., 2005). A maioria das espécies 
(incluindo as que são utilizadas na produção do café) pertence ao subgénero Coffea e têm 
como origem natural África, Madagáscar e as Ilhas de Mascarenhas (Davis et al., 2006).  
O subgénero Barocoffea contém unicamente três espécies que se localizam apenas nas 
florestas secas do oeste de Madagáscar (Davis et al., 2006). 
Actualmente, a diversidade genética e as relações filogenéticas dentro do género 
Coffea têm sido estudadas com recurso a técnicas de marcadores moleculares (Orozco-
Castillo et al., 1996; Lashermes et al., 1996, 1997, 1999, 2001; Cros et al., 1998; Aga et al., 
2003; Moncada & McCouch, 2004; Poncet et al., 2006). Estes estudos revelaram resultados 
muito semelhantes aos obtidos pela taxonomia clássica, confirmando a origem Africana do 
género Coffea e a sua diferenciação em numerosas espécies (Orozco-Castillo et al., 1996; 
Lashermes et al., 1996, 1999; Cros et al., 1998). Foi também evidenciado que a relação 
genética entre as espécies tem uma forte correspondência geográfica (Lashermes et al., 1997; 
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Cros et al., 1998; Aga et al., 2003). Contudo, verificou-se também uma grande proximidade 
genética entre o género Coffea e o género Psilanthus, sugerindo a necessidade de uma revisão 
na sistemática do género Coffea que abranja também espécies de outros géneros próximos 
(Lashermes et al., 1997; Cros et al., 1998; Coutoron et al., 1998). 
O uso de métodos moleculares, para além de abrir novos caminhos para a análise 
genética, possibilitou também o uso de novas técnicas para uma eficiente conservação e 
utilização dos recursos genéticos do café (Fernandez & Lashermes, 2002).  
 
1.1.2. Características gerais  
O cafeeiro é uma dicotiledónea, perene e de porte arbustivo, podendo atingir no estado 
selvagem 8-10 m de altura. Apresenta normalmente um caule vertical (ortotrópico) a partir do 
qual se desenvolvem pares de ramos laterais e opostos (plagiotrópicos). Estes ramos são os 
únicos que produzem flores e frutos nas axilas das folhas formadas no ano anterior. As folhas 
crescem em pares, sendo pecíoladas, opostas, ovais ou lanceoladas, variando a sua coloração 
entre o amarelo e o verde-escuro, e o seu tamanho entre 1 e 40 cm. Cada inflorescência do 
cafeeiro é formada na axila folhear de um ramo plagiotrópico em plantas com 2-3 anos de 
idade, e possui em média duas a seis flores brancas. O cafeeiro apresenta um período de cerca 
de 9 meses entre a floração e a maturação do fruto, ocorrendo a floração após as chuvas. Os 
frutos são drupas normalmente carnudas, com duas sementes revestidas por endocarpo e 
mesocarpo. São verdes antes de amadurecer, tornando-se depois vermelhos ou amarelos em 
certas variedades. As sementes possuem uma forma elíptica ou oval e são plano-convexas 
(Purseglove, 1974; Wrigley, 1988; Smith, 1989; Cardoso, 1994).  
De todas as espécies de Coffea, C. arabica é a única espécie alotetraplóide (com 
2n=4x=44 cromossomas) e autogâmica, apresentando cerca de 9-10% de fecundação cruzada, 
enquanto outras espécies (nomeadamente a C. canephora, C. dewervrei, C. congensis, C. 
eugenioides, C. racemosa, C. stenophylla) são diploídes (com 2n=2x=22 cromossomas) e 
alogâmicas (Wrigley, 1988; Cardoso, 1994). 
 
1.1.3. Espécies economicamente importantes 
Embora façam parte do subgénero Coffea mais de 100 espécies (Davis et al., 2006), 
somente duas têm impacte na produção mundial de café. A espécie cultivada com maior 
importância económica é a Coffea arabica L., mais conhecida por cafeeiro Arábica, e 
representa cerca 63% da produção mundial, seguida pela espécie Coffea canephora Pierre ex 
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Frohener, também designada por café Robusta, que contribui com os restantes 37% (OIC, 
2008).  
 
1.1.3.1. Coffea arabica 
O centro de origem do cafeeiro Arábica situa-se nas zonas montanhosas da Etiópia e 
do planalto de Boma do Sudão, onde as florestas de cafeeiros ocorrem naturalmente a uma 
altitude de 1300-1800 m (Wrigley, 1988). Recentemente, estudos moleculares sugeriram que 
as espécies C. eugenioides e C. canephora (ou C. congensis) serão, respectivamente, os 
progenitores feminino e masculino de C. arabica (Raina et al., 1998; Lashermes et al., 2000).  
Os cafeeiros Arábica são cultivados em toda a região da América Latina, África 
Central e Oriental, Índia, e em algumas zonas da Indonésia (em www.ico.org). Estão bem 
adaptados a altitudes elevadas (1000 a 2500 m), com precipitações bem distribuídas (1500-
2000 mm anuais) intercaladas por um período seco bem definido (normalmente inferior a 3 
meses). A temperatura ideal de crescimento para esta espécie é de 20ºC, mas tolera bastante 
bem temperaturas anuais entre 15-24ºC.  
C. arabica produz o café de melhor qualidade e com menor teor em cafeína 
(0.8-1,4%), sendo no entanto bastante vulnerável a pragas e doenças (Wilson, 1985; Correia, 
1995). Em virtude das respectivas características autogâmicas, tendem a manter-se 
geneticamente estáveis. No entanto, as mutações espontâneas que se desenvolvem e 
apresentam características desejáveis têm sido exploradas através de variedades comerciais, 
das quais se destacam as Bourbon Vermelho, Bourbon Amarelo, Caturra Vermelho, Caturra 
Amarelo, Mundo Novo, Blue Montain, Catuaí Vermelho, Catuaí Amarelo, Pacas, San Ramon, 
Villa Lobos e Villa Sarchi (Carvalho et al., 1969). 
 
1.1.3.2. Coffea canephora 
A espécie C. canephora é vulgarmente conhecida por cafeeiro Robusta. Esta espécie 
aparece espontaneamente na África Ocidental, Zaire, Sudão, Uganda, nordeste da Tanzânia e 
Angola (Wrigley, 1988). É cultivada essencialmente na África Ocidental e Central, ao longo 
de todo o Sudoeste Asiático, e também em certas regiões do Brasil (www.ico.org). 
Encontra-se bem adaptada às baixas altitudes (0 a 700 m) e a uma precipitação intensa (2000-
3000 mm anuais). A sua temperatura ideal de crescimento ronda os 27ºC, tolerando bastante 
bem temperaturas anuais entre 24 - 30ºC, C. canephora produz um café de qualidade inferior 
e com maior teor de cafeína (1,7-4%) (Wilson, 1985; Correia, 1995). A sua grande aceitação 
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no mercado norte-americano e europeu deve-se ao seu baixo preço e a uma acentuada 
utilização na indústria do café solúvel (Wrigley, 1988). 
As principais variedades de C. canephora são as Robusta (Typica, Gosseweilleri, 
Welwitschsii), Kouillou (Conillon), Guarani, Robusta, Laurentii, Oka, Uganda, Crassifolia, 
Bukobensis. (Carvalho et al., 1969). 
 
1.1.4. Importância económica  
Actualmente o café é, indiscutivelmente, um produto importante na economia 
internacional. Estima-se que a cultura do cafeeiro, assim como o processamento do café e a 
sua comercialização, representem uma fonte de rendimentos vital para cerca de 125 milhões 
de pessoas a nível mundial (Rodrigues Jr., 2002; Osório, 2005).  
Para a maioria dos países produtores, o café representa um papel chave na sua 
economia. Contudo, o desequilíbrio existente entre a oferta e a procura tem provocado 
grandes oscilações nos preços e, consequentemente, o mercado do café tem atravessado 
diversas crises. Por exemplo, entre 1980 e 1989, o preço composto de referência1 da OIC para 
o café foi de 1,3 dólares por libra-peso (≈ 0,454 kg) e a média das receitas anuais das 
exportações de café dos países produtores de 10,2 biliões de dólares americanos, enquanto de 
2000 a 2004 o preço composto de referência do café caiu para 0,54 dólares e a média das 
receitas anuais desceu para 6,2 biliões de dólares americanos. A redução das receitas 
pecuniárias dos cafeicultores traduziu-se por uma drástica redução na respectiva capacidade 
financeira. O desemprego aumentou de forma generalizada, levando ao abandono das 
lavouras, ao deslocamento populacional para as áreas urbanas, e a uma acentuada migração 
ilegal (Osório, 2002, 2005). 
A evolução no mercado do café para a colheita de 2006/2007 confirma a recuperação 
dos preços do café, parecendo indiciar o final da crise instalada. O preço composto de 
referência do café aumentou de 0,92 dólares na colheita de 2005/2006 para 1,04 dólares em 
2006/2007, o mais alto desde o ano 1997/1998 (OIC, 2008). 
Devido à crescente importância do café no mercado internacional, foi criada em 1963 
a OIC, sediada em Londres e da qual fazem parte os principais países produtores e 
importadores. A esta organização coube então a tarefa de gerir o Primeiro Acordo 
Internacional do Café, que tinha sido firmado em 1962 sob a orientação das Nações Unidas, e 
todos os acordos posteriores. Estes acordos visam estabelecer quotas de exportação e preços, 
                                                 
1 Preço calculado com base na participação no mercado das exportações de cada grupo de café, ponderado de 
acordo com as seguintes percentagens: Colombianos suaves - 13%, outros suaves -27 %, Brasileiros naturais – 
25%, Robustas – 35% (OIC, 2003) 
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de forma a evitar as constantes variações, estudar políticas alternativas à cultura do cafeeiro, e 
promover acções de marketing, visando aumentar o consumo de café a nível mundial 
(Correia, 1995). O último acordo, estabelecido em 2007, pretende fortalecer o papel da OIC 
como consultor intergovernamental, facilitar as trocas internacionais, aumentando a 
transparência e acesso a informações relevantes, assim como promover um desenvolvimento 
sustentável da economia do café para benefício de todas as partes envolvidas (OIC, 2008). 
 
1.1.5. Produção mundial de café 
Segundo o relatório anual da OIC, a produção mundial de café para a colheita de 
2006/2007 foi de 125,17 milhões de sacas (60 kg cada saca). A produção de café Arábica 
totalizou 79,23 milhões de sacas e a produção de café Robusta atingiu os 45,94 milhões. Em 
África, a produção correspondeu a 11,5 % da produção mundial, na Ásia e Oceânia a 25,6 % e 
na América Latina (México, América Central e do Sul) foram produzidos 62,9% da produção 
mundial. O principal produtor de café na colheita de 2006/2007 foi o Brasil (34% da produção 
mundial), seguido do Vietname, da Colômbia, da Indonésia, Índia, Etiópia, México, 
Guatemala, entre outros países (Quadro 1.1) (OIC, 2008).  
 
Quadro 1.1 – Produção de café a nível mundial e nos principais países produtores/continente, para a 
colheita do ano 2006/2007 (saca ≈ 60kg) (OIC, 2008). 
Continente 
País 
Produção 
(milhões de sacas) 
Continente 
País 
Produção 
(milhões de sacas) 
Mundo 125,17   
África 14,41 
América do Norte e 
Central 
17,08 
Etiópia 4,64 México 4,2 
Costa do Marfim 2,48 Guatemala 3,95 
Uganda 2,16 Honduras 3,46 
Camarões 0,83 Costa Rica 1,57 
Tanzânia 0,75 El Salvador 1,37 
Quénia 0,75 Ásia e Oceânia 31,98 
América do Sul 61,70 Vietname 18,46 
Brasil 42,51 Indonésia 6,65 
Colômbia 12,79 Índia 4,75 
Equador 1,17 Papua Nova Guiné 0,81 
  Tailândia 0,77 
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1.2. Colletotrichum kahawae – antracnose dos frutos verdes do cafeeiro 
1.2.1. Taxonomia 
A antracnose dos frutos verdes do cafeeiro ou CBD, como é vulgarmente conhecida 
nos países de língua inglesa, é uma doença específica do cafeeiro causada pelo fungo 
Colletotrichum kahawae J.M. Waller & P.D. Bridge. Este é um fungo imperfeito (Waller, 
1982), que se encontra classificado da seguinte forma (Waller et al., 1993; Kirk et al., 2001): 
                      Divisão – Ascomycota 
                      Classe - Ascomycetes 
                      Sub-Classe - Sordariomycetidae 
                      Ordem - Phyllachorales           
                      Família - Phyllachoraceae      
                      Género - Colletotrichum 
                      Espécie - C. kahawae J. M. Waller & P. D. Bridge 
A classificação taxonómica deste agente patogénico tem gerado confusão desde a sua 
descrição original, levada a cabo por Noack em 1901 (Masaba & Waller, 1992; Várzea et al., 
2002 b). Noack designou por Colletotrichum coffeanum uma forma não patogénica dos frutos 
verdes do cafeeiro encontrada no Brasil. Contudo, desde essa data e durante 70 anos, o nome 
C. coffeanum foi utilizado para denominar todos os isolados de Colletotrichum spp. 
provenientes do cafeeiro, quer se tratassem de formas saprofíticas, quer parasíticas (Firman & 
Waller, 1977; Masaba & Waller, 1992; Várzea et al., 2002 b).  
McDonald, em 1926, no Quénia, fez a primeira tentativa de classificação do C. 
coffeanum agrupando-o em três formas distintas: uma forma saprofítica; uma forma 
medianamente parasítica; e uma forma fortemente parasítica, responsável pelas lesões 
provocadas nos frutos verdes em desenvolvimento de cafeeiros Arábica, que denominou por 
coffee berry disease. A forma patogénica capaz de causar a doença podia ser distinguida das 
outras formas pelas suas características morfológicas em meio de cultura. Este facto foi 
confirmado por Rayner (1952), que passou a designar a forma C. coffeanum Noack por C. 
coffeanum Noack var. virulans. 
Baseando-se nas características culturais do micélio e na capacidade patogénica dos 
isolados provenientes dos ramos e frutos de Coffea arabica, Gibbs (1969) classificou o género 
Colletotrichum em quatro grupos principais, designadamente: ccp (C. coffeanum “pink”), cca 
(C. coffeanum “acérvulo”), ccm (C. coffeanum “micélio”) e cbd (C. coffeanum “var. 
virulans”). Os três primeiros grupos incluíam formas saprofíticas e o último uma forma 
patogénica, que era o agente causal da infecção dos frutos verdes, em expansão (Gibbs, 1969; 
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Firman & Waller, 1977). Hindorf efectuou um estudo aprofundado sobre as diferentes 
espécies de Colletotrichum presentes no cafeeiro, identificando 6 espécies: Colletotrichum 
coffeanum Noack (sensu stricto); Colletotrichum acutatum Simmonds; Colletotrichum 
gloeosporioides Penz. “forma de micélio branco”; Colletotrichum gloeosporioides Penz. 
“forma de micélio esverdeado”; Colletotrichum gloeosporioides Penz. “forma de acérvulos” e 
Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. & Schrenk (Hindorf, 1970). Posteriormente, o agente 
causal da antracnose dos frutos verdes do cafeeiro passaria a ser designado por todos os 
autores como C. coffeanum sensu Hindorf. 
Contudo, como algumas das características que distinguiam C. coffeanum das outras 
espécies saprofíticas foram verificadas em isolados provenientes de frutos de C. arabica com 
sintomas de CBD (Rodrigues Jr. et al., 1991), e também porque os isolados deste agente 
patogénico, quando mantidos em cultura e após várias repicagens, se tornavam indistinguíveis 
na cor da colónia dos isolados de C. acutatum e de C. gloeosporioides, alguns investigadores 
decidiram rever a sua designação (Waller, 1982). 
Em 1993, Waller et al., baseados em características morfológicas, patogénicas e 
bioquímicas (capacidade de utilização de citrato e tártaro como única fonte de carbono), 
propuseram a alteração do nome Colletotrichum coffeanum sensu Hindorf para 
Colletotrichum kahawae J.M. Waller & P.D. Bridge.  
Apesar de Sreenivasaprasad et al. (1993), através do estudo por RFLP do rRNA e do 
mtDNA, terem observado uma estreita homologia genética entre C. kahawae e C. 
gloeosporioides de cafeeiro e outros hospedeiros, e terem proposto a designação científica de 
C. gloeosporioides f. sp kahawae, esta não foi aceite pela comunidade científica, pelo que se 
mantém a designação de Colletotrichum kahawae J.M. Waller & P.D. Bridge para este agente 
patogénico desde 1993. 
 
1.2.2. Origem e distribuição geográfica 
Esta doença foi registada pela primeira vez no Quénia em 1922, junto à fronteira com 
o Uganda (McDonald, 1926). Espalhou-se progressivamente por todos os países africanos 
produtores de café Arábica a elevadas altitudes: Angola, em 1930-50; Zaire, em 1938; Congo, 
em 1939; Tanzânia, em 1964; Ruanda e Burundi, em 1957; Camarões, em 1958; Uganda, em 
1959; Etiópia, em 1968-71; Malawi e Zimbabué, em 1985 (Pedro, 1963; Muller, 1980; Van 
der Graff, 1981; Wrigley, 1988; Várzea, 1995; Várzea et al., 2002 b). 
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Segundo Van der Vossen (1985), a livre movimentação de cafeeiros provenientes de 
zonas infectadas para zonas virgens terá sido a razão mais provável para a disseminação deste 
agente patogénico pelas regiões africanas produtoras de café.  
Embora tenham existido registos de doenças menos graves associadas a 
Colletotrichum em cafeeiros da Guatemala, Costa Rica, Índia e Brasil, tratavam-se 
invariavelmente de formas de C. gloeosporioides ou C. acutatum, não tendo sido observada a 
presença de C. kahawae nestes locais (Masaba & Waller, 1992, Orozco-Miranda, 2003).  
Actualmente, esta doença encontra-se restringida ao Continente Africano, constituindo 
uma séria ameaça para os principais produtores mundiais de café da América do Sul e Central 
(Silva et al., 2006). 
 
1.2.3. Importância económica 
A antracnose dos frutos verdes do cafeeiro pode causar perdas na produção de café 
(cerca de 50 - 80%, em anos favoráveis ao desenvolvimento da doença - grande humidade e 
baixas temperaturas) se não for utilizado controlo químico (Van der Vossen, 2006). O 
controlo frequente por fungicidas, nem sempre eficaz, corresponde a 30 - 40% dos custos 
totais da produção. Os prejuízos económicos na produção de café Arábica devido ao CBD 
(perdas de produção e custos de controlo químico) estão estimados em cerca de 300 a 500 
milhões de dólares americanos por ano (Van der Vossen, 2006). 
 
1.2.4. Sintomatologia 
Embora o C. kahawae infecte preferencialmente os frutos verdes, as inflorescências 
antes da abertura das flores, os frutos maduros e as folhas podem também ser atacados 
(Firman & Waller, 1977; Masaba & Waller, 1992; Várzea et al., 2002 b; Silva et al., 2006). 
Nos frutos verdes existem dois sintomas distintos: lesões “activas” e lesões scab. 
As lesões “activas” podem surgir em qualquer zona do fruto, começando como 
pequenas manchas negras em depressão que podem aumentar rapidamente de tamanho e 
cobrir toda a superfície do fruto (Fig. 1.1). Nas condições apropriadas (geralmente de elevada 
humidade), podem também surgir massas de esporos de coloração rosada na superfície da 
lesão. Os frutos atacados podem cair ou permanecer mumificados nos ramos do cafeeiro, 
mantendo a capacidade de esporular durante vários meses após a infecção (Firman & Waller, 
1977; Masaba & Waller, 1992; Várzea et al., 2002 b). 
As lesões scab (também designadas por sarna) são caracterizadas por manchas de cor 
camurça em depressão, de pequenas dimensões e formato variável (Fig. 1.1). Podem ou não 
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apresentar acérvulos dispersos em círculos concêntricos. Normalmente, neste tipo de lesão as 
camadas mais profundas do fruto não são invadidas pelo fungo. São geralmente as únicas 
lesões a serem encontradas em cafeeiros resistentes, podendo aparecer também nos cafeeiros 
susceptíveis quando as condições são desfavoráveis ao desenvolvimento da doença (Firman & 
Waller, 1977; Masaba & Waller, 1992; Várzea et al., 2002 b).  
 
 
Fig. 1.1 – Ramo de cafeeiro com (a) frutos completamente destruídos pelo CBD e (b) frutos com 
lesões do tipo scab (Várzea, 1995). 
 
A susceptibilidade dos frutos a esta doença (nas variedades de cafeeiro consideradas 
susceptíveis) varia ao longo do seu desenvolvimento, apresentando três fases distintas: 1ª fase 
abrange o período entre a 8ª e 12ª semana, na qual os frutos se encontram susceptíveis, a 2ª 
fase, que se encontra entre a 12ª e 24ª semana, na qual os frutos se apresentam muito 
susceptíveis, e finalmente a 3ª fase, que tem início a partir da 25ª semana e corresponde ao 
período de menor susceptibilidade dos frutos. Nesta última fase, os frutos apresentam uma 
forte resistência que se traduz na paragem da evolução das lesões já existentes. Os frutos 
voltam, porém, a apresentar-se novamente susceptíveis na fase de maturação (Fig. 1.2) 
(Muller, 1964, 1980; Várzea et al., 2002 b). 
 
Fig. 1.2 – Desenvolvimento do fruto do cafeeiro e sua susceptibilidade ao C. kahawae (Macedo, 
1994). 
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1.2.5. Ciclo da doença 
A produção, assim como a dispersão dos esporos (conídios), dependem da presença de 
água. Dentro da própria planta, a dispersão dos conídios efectua-se ao longo dos ramos. De 
uma planta para outra, esta dispersão é efectuada através da acção do homem (colheita ou 
operações culturais), pássaros e outros animais (Firman & Waller, 1977). 
A germinação dos conídios depende de vários factores, destacando-se a humidade e a 
temperatura. Esta só ocorre na presença de uma película de água que existe, geralmente, à 
superfície das plantas, resultante da precipitação, neblina ou orvalho. A temperatura óptima 
para a germinação dos esporos de C. kahawae é de 22ºC. A 17ºC e a 28ºC a germinação é de 
cerca de 40%; abaixo dos 10ºC e acima dos 30ºC é de 0% (Nutman & Roberts, 1960 b; 
Várzea et al., 2002 b). 
O processo de infecção de C. kahawae começa com a germinação dos conídios e a 
diferenciação de apressórios. A penetração nos tecidos do hospedeiro ocorre a partir de 
apressórios melanizados e directamente através da cutícula. A hifa de infecção entra depois no 
lúmen da célula da epiderme do hospedeiro, formando uma vesícula de infecção a partir da 
qual surgem hifas que podem crescer intra e intercelularmente (Garcia, 1999; Silva et al., 
1999 b; Várzea et al., 2002 b; Silva et al., 2006). Após um período que envolve o crescimento 
das hifas em células vivas do hospedeiro (biotrofia), segue-se um período de crescimento 
necrotrófico (as células do hospedeiro já se encontram mortas). Posteriormente, ocorre a 
formação de conídios nos acérvulos que, ao romperem a cutícula, libertam uma nova geração 
de esporos, observando-se o aparecimento de sintomas (Fig. 1.3) (Várzea et al., 2002 b; Silva 
et al., 2006).  
Os conídios podem estar envolvidos por uma substância gelatinosa de cor rosada, 
composta por glicoproteínas, polissacáridos, enzimas e outros componentes (Bailey et al., 
1992; Nicholson, 1992; Louis et al., 1988). Esta massa gelatinosa previne a germinação 
prematura e a dissecação dos conídios, protegendo-os das radiações UV e da toxicidade dos 
compostos fenólicos do hospedeiro (Nicholson et al., 1986; Nicholson & Epstein, 1991; Leite 
& Nicholson, 1992; Bailey et al., 1992). 
 
 
Introdução geral 13 
 
 
 
 
Fig. 1.3 – Representação esquemática do processo de infecção do Colletotrichum kahawae (agente 
causal da antracnose dos frutos verdes do cafeeiro - adaptado de Jeffries & Koomen, 1992). 
 
1.2.6. Epidemiologia 
No desenvolvimento desta doença é importante destacar o papel da precipitação, uma 
vez que esta exerce uma acção fundamental na produção, dispersão, germinação de esporos e 
na infecção do agente patogénico. Ao influenciar também a regulação da floração e o ciclo 
fenológico dos cafeeiros, a chuva contribui significativamente para o aparecimento de 
epidemias (Masaba & Waller, 1992). Por conseguinte, a distribuição bianual da precipitação 
em países localizados junto à zona do Equador (Quénia, por exemplo) origina duas florações. 
Assim, ocorre a sobreposição de frutificação, ou seja, estão presentes em simultâneo os frutos 
do ciclo anterior e os frutos no início de crescimento da cultura seguinte. A constante fonte de 
inóculo implica a permanente aplicação de fungicidas durante quase todo o ano (Masaba & 
Waller, 1992). 
Por outro lado, os ataques por pragas - como é o caso da broca dos frutos 
[Hypothenemus hampei (Ferrari)] - que provocam estragos e prejuízos nos frutos, facilitando a 
entrada do fungo, são outros dos factores que contribuem para o aparecimento de epidemias 
(Masaba & Waller, 1992). 
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1.2.7. Outros factores intervenientes na evolução da doença 
1.2.7.1. Altitude e efeito da sombra 
A distribuição de C. kahawae varia com a altitude, apresentando uma incidência maior 
quando se encontra a uma altitude elevada, uma vez que se criam as condições climatéricas 
adequadas ao desenvolvimento da infecção. A baixas altitudes, em que as temperaturas são 
muito elevadas, atingindo frequentemente os 30ºC, e a humidade relativa é cerca de 50%, 
torna-se difícil a infecção dos frutos do cafeeiro (Nutman & Roberts, 1960 a e b). 
Dependendo da altitude, a sombra pode provocar um efeito positivo ou negativo sobre 
o desenvolvimento do processo infeccioso. A uma baixa altitude, a sombra atenua o efeito das 
temperaturas máximas, prolongando os períodos favoráveis à invasão. Porém, com uma 
altitude elevada, o efeito de sombra reduz o período de tempo com temperaturas óptimas em 
que a invasão decorre, diminuindo os níveis da doença (Nutman & Roberts, 1960 a e b). 
 
1.2.8. Meios de luta 
A antracnose dos frutos verdes tem sido controlada essencialmente através da 
aplicação de fungicidas. No entanto, têm-se ainda aplicado alguns métodos que visam retardar 
significativamente o desenvolvimento da epidemia, nomeadamente medidas de quarentena, 
medidas de prevenção, e a utilização de variedades resistentes à doença.  
 
1.2.8.1. Luta química 
O controlo do CBD por meio de pulverizações com fungicidas tem sido bem estudado 
no Quénia, onde este processo é bastante utilizado. Foram estabelecidos Programas de 
pulverizações (Griffiths et al., 1971) que ainda hoje são recomendados para o controlo da 
doença tanto neste país como noutros (Várzea et al., 2002 b).  
Nestes Programas são recomendadas, no mínimo, oito pulverizações por ano. Para 
além dos fungicidas cúpricos, são recomendados os seguintes fungicidas: clortalonil, 
fluaziname, ditião (Várzea et al., 2002 b).  
Fungicidas sistémicos benzimidazóis, tais como o benomil e o carbendazime, embora 
estivessem referenciados como bastante eficazes, especialmente em estados avançados da 
epidemia, deixaram de ser recomendados. Para além do fungo ter desenvolvido resistência a 
estes produtos, em certos países a doença manifestava-se ainda mais intensamente quando os 
fungicidas eram utilizados (provavelmente devido à destruição da microflora auxiliar) 
(Masaba & Waller, 1992; Flood et al., 2001; Várzea et al., 2002 b). Também o captafol, que 
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garantia bons rendimentos devido à sua persistência durante as estações chuvosas, foi retirado 
do mercado devido aos seus possíveis efeitos carcinogénicos (Masaba & Waller, 1992). 
Muitas vezes, os programas de controlo químico não são muito eficazes na prevenção 
do CBD, principalmente a altitudes elevadas e em anos de excessiva precipitação, tornando-se 
muito dispendiosos (devido ao custo dos fungicidas, mão de obra, combustível e maquinaria) 
(Várzea et al., 2002 b). Torna-se assim indispensável o desenvolvimento e utilização de 
outros meios de controlo. 
 
1.2.8.2. Luta cultural 
A luta cultural pretende minimizar o aparecimento da doença recorrendo a medidas 
profiláticas, manipulação dos ciclos fenológicos ou até à selecção de variedades de cafeeiro 
resistentes (Waller, 1992). 
Neste caso específico, a remoção de possíveis fontes de inóculo - como é o caso dos 
frutos atacados - pode favorecer a eficiência da luta química, embora não surta grandes efeitos 
isoladamente (Waller, 1972). Também a poda e o espaçamento entre árvores permitem o 
arejamento da copa das árvores e favorecem a aplicação dos fungicidas e a sua penetração. A 
diminuição e o aumento da sombra, respectivamente a alta e baixas altitudes, podem limitar, 
em parte, a progressão da doença (Nutman & Roberts, 1960 a). 
Como o C. kahawae necessita de conjugar condições de humidade, com fases em que 
os frutos do cafeeiro estão mais susceptíveis para o desenvolvimento de epidemias, a 
manipulação dos ciclos fenológicos pode evitar ou reduzir fortemente a epidemia. Isto pode 
ser conseguido através da utilização de variedades com maturação precoce ou da rega, 
induzindo-se assim a floração e antecipando-se a colheita (Muller, 1980; Waller, 1992). 
 
1.2.8.3. Luta genética 
Um método que visa o combate à doença e substitui a utilização de fungicidas consiste 
na utilização de cultivares de cafeeiro resistentes ao CBD. 
A rápida expansão do CBD na África Oriental fez com que países como o Quénia e a 
Tanzânia desenvolvessem Programas de Hibridação para a obtenção de progénies que 
combinassem bons rendimentos com a resistência ao CBD e à ferrugem alaranjada. Têm sido 
apontadas algumas variedades de Arábicas com diferentes níveis de resistência ao C. 
kahawae, nomeadamente Geisha, Boma Plateu, Blue Mountain, Pretória e K7, Mundo Novo 
43.7xR.P.13, Sumatra, Rume Sudan, Guatemala, Columnaris, Barbuck Suda, Babbakka 
Ghimira, Padang, Gimma Galla, Sidamo e Moca (Rayner, 1952; Anónimo, 1964; Firman, 
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1964; Griffiths, 1968; Van der Vossen, 1977; Da Ponte, 1965). Também foi encontrada 
resistência ao CBD em progénies de híbridos interespecíficos tetraploídes, destacando-se o 
HDT, o Icatú e a variedade Ruiru 11 (Griffiths, 1968; Carvalho & Mônaco, 1976; Van der 
Vossen et al., 1976; Vossen & Walyaro, 1981; Walyaro, 1983; Bettencourt & Rodrigues, 
1988; Várzea et al., 1993). 
Em 1989, no Centro de Investigação das Ferrugens do Cafeeiro, foi iniciada uma linha 
de investigação que visava o apoio aos Programas de Melhoramento da Resistência ao CBD 
de diferentes países produtores de café. Milhares de progénies (de diferentes genótipos de 
cafeeiro) foram testadas com isolados de C. kahawae provenientes de diferentes regiões 
geográficas. Nenhum genótipo mostrou 100% de resistência a todos os isolados estudados 
porém, algumas linhas como o Rume Sudan e alguns derivados do HDT exibiram elevados 
níveis de resistência. Níveis intermédios de resistência podem ser encontrados em derivados 
de híbridos intraespecíficos tetraploídes de diversas origens (Silva et al., 2006). 
Relativamente a alguns países africanos produtores de café, sabe-se que na Zâmbia 
uma linha pura derivada da variedade Colômbia exibe um elevado nível de resistência 
comparativamente às variedades Caturra e Catuaí (Silva et al., 2006). No Quénia, mais de 
10000 ha têm sido plantados com o híbrido Ruiru 11, que combina a resistência ao CBD, e à 
ferrugem alaranjada, com altos rendimentos de produção e qualidade semelhante às outras 
cultivares locais (Van der Vossen, 2001; Silva et al., 2006). Na Etiópia, mais de vinte linhas 
puras de café apresentando boa tolerância ao CBD foram seleccionadas e distribuídas aos 
cafeicultores de todas as zonas produtoras de café, desde 1978 (Silva et al., 2006). Na 
Tanzânia, oito novos clones, com elevados níveis de resistência, foram seleccionados e 
multiplicados vegetativamente por embriogénese somática (Teri et al., 2004). 
 
1.2.8.4. Luta biológica 
Com este meio de luta pretende-se controlar a doença da planta com microrganismos 
antagonistas ou através de produtos biológicos libertados por esses microrganismos (Wilson, 
1997). 
Relativamente aos estudos efectuados sobre a utilização da luta biológica no combate 
ao CBD, embora sejam poucos, são de salientar os seguintes trabalhos desenvolvidos a nível 
laboratorial: 
- Masaba (1991) isolou leveduras, bactérias e vários fungos filamentosos com poder 
inibidor do crescimento micelial, da germinação de conídios e formação de apressórios de C. 
kahawae. 
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- Pedro (1996) avaliou a interacção entre diferentes bactérias e C. kahawae em meios 
gelosados. Foi revelado, por parte de Bacillus subtilis, uma forte inibição no crescimento de 
isolados de C. kahawae. As substâncias antifúngicas encontravam-se nos sobrenadantes dos 
caldos bacterianos e eram termoestáveis. 
- Pedro et al. (2004) continuaram a investigar como a bactéria B. subtilis e os produtos 
por ela produzidos inibiam o crescimento de C. kahawae. O tratamento de frutos verdes, antes 
ou imediatamente depois da inoculação, com suspensões de B. subtilis, reduziu fortemente a 
germinação de conídios, a formação de apressórios, o crescimento micelial e o número de 
lesões nos frutos. Os compostos antagonistas obtidos parecem ser de natureza peptídica. 
- Guerra-Guimarães et al. (2006) estudaram o efeito antagonista do Epicoccum nigrum 
sobre isolados de C. kahawae. Este fungo causou uma ligeira redução no crescimento 
micelial, na germinação de conídios e na formação de apressórios de C. kahawae em frutos 
verdes destacados. Testes efectuados no campo sugeriram uma certa eficácia do E. nigrum, 
como agente de controlo da doença, quando comparado com os fungicidas à base de cobre. 
 
1.3. Resistência a Colletotrichum kahawae em Coffea spp. 
A resistência do cafeeiro ao CBD parece ser completa para C. canephora e parcial 
para C. arabica (Silva et al., 2006).  
Para C. arabica, e de acordo com estudos genéticos efectuados no Quénia (Van der 
Vossen & Walyaro, 1981), a resistência ao CBD é controlada por genes maiores em três loci 
diferentes (R, T e k). A variedade extremamente resistente, Rume Sudan, possui um gene 
dominante R (pertencente ao locus-R, com dois alelos - R1 R1) e um gene recessivo k 
(pertencente ao locus-k, com dois alelos - kk). A resistência moderada das variedades K7 e 
Blue Montain está associada ao gene recessivo k (semelhante ao gene k de Rume Sudan). O 
HDT (resultante de uma hibridação interespecífica natural entre C. arabica e C. canephora), 
por sua vez, possui um gene no locus-T de acção intermédia (Van der Vossen & Walyaro, 
1981). Estudos moleculares efectuados em certos genótipos derivados do HDT, têm suportado 
a teoria da existência de genes maiores de resistência (Agwanda et al., 1997; Gichuru et al., 
2006). Mais recentemente, Guichuru et al. (2008) identificaram marcadores moleculares (8 
AFLP e 5 ISSR) ligados ao fenótipo resistente de HDT, tendo sido mapeado um único 
fragmento cromossomal proveniente de C. canephora. O primeiro locus de resistência ao 
CBD mapeado foi designado por Ck-1 e provavelmente corresponderá ao locus T referido por 
Van der Vossen & Walyaro (1981). 
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2.1. Manutenção dos isolados de Colletotrichum spp. 
Todos os isolados de C. kahawae e C. gloeosporioides estudados, provenientes de 
diferentes origens, fazem parte da colecção existente no CIFC (Quadro 2.1), tendo sido 
mantidos em placas de Petri contendo 12 mL de meio GEM (Oxoid) a 3,4%, a 22ºC, no 
escuro. 
 
Quadro 2.1 – Isolados de C. kahawae e C. gloeosporioides obtidos de cafeeiros, sua 
designação, ano de registo no CIFC e respectiva origem. 
Designação Ano Origem Espécie 
Ang6 1992 Angola  C. kahawae 
Cam1 1992 Camarões  C. kahawae 
Eti17 1993 Etiópia  C. kahawae 
Mal2 1988 Malawi  C. kahawae 
Rua1 1989 Ruanda  C. kahawae 
Tan1 2001 Tanzânia C. kahawae 
Que2 1989 Quénia  C. kahawae 
Que48 1996 Quénia  C. kahawae 
Que70 2001 Quénia  C. kahawae 
Que71 2001 Quénia  C. kahawae 
Que72 2001 Quénia  C. kahawae 
Zim1 1991 Zimbabué  C. kahawae 
Chi1 1994 China  C. gloeosporioides 
 
2.2. Caracterização da variabilidade de C. kahawae 
Com o trabalho experimental desenvolvido pretendeu-se caracterizar, quanto à sua 
variabilidade, um conjunto de isolados pertencentes ao género Colletotrichum, obtidos de 
frutos verdes de cafeeiro. Os isolados em estudo foram avaliados quanto a caracteres 
morfoculturais, bioquímicos e moleculares, assim como de patogenicidade. 
 
2.2.1. Caracterização morfocultural e patogénica 
2.2.1.1. Influência da temperatura na taxa de crescimento médio diário das colónias 
Para a quantificação das taxas de crescimento, os isolados cresceram a diferentes 
temperaturas (10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC, 30ºC e 35ºC), em GEM, no escuro durante oito dias. O 
diâmetro das colónias de cada isolado foi medido diariamente entre o 4º e o 8º dia após a 
inoculação. Para cada isolado realizaram-se 8 repetições. Na interpretação dos resultados 
foram utilizados os seguintes testes estatísticos: ANOVA a dois factores (temperatura e 
isolados, efeitos fixos), e o teste de comparação múltipla de Schéffe, a 95% de confiança. 
Utilizou-se o programa Statistica 6.0 (StatSoft Inc.). 
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2.2.1.2. Influência da temperatura na capacidade de esporulação 
Para a quantificação da capacidade de esporulação contaram-se os conídios produzidos 
ao fim de 12 dias por cm2 de área de colónia dos isolados. Os conídios foram obtidos da 
superfície de colónias com 12 dias de crescimento (após lavagem com 5 ml de água destilada) 
e, provenientes de isolados crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC, 30ºC e 35ºC, em GEM, no 
escuro. Por cada isolado e respectivas temperaturas utilizaram-se, pelo menos, 4 placas de 
Petri. A capacidade de esporulação foi quantificada com o auxílio de um hemacitómetro e 
expressa em (nº de conídios/cm2) x 104. Na interpretação dos resultados foram utilizados os 
seguintes testes estatísticos: ANOVA a dois factores (temperatura e isolados, efeitos fixos), e 
o teste de comparação múltipla de Tuckey, a 95% de confiança. Utilizou-se o programa 
Statistica 6.0 (StatSoft Inc.). 
 
2.2.1.3. Inoculação de frutos verdes destacados e hipocótilos 
Frutos verdes e hipocótilos da var. Caturra foram inoculados com os isolados em 
estudo (crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC) de acordo com a técnica descrita por Van 
der Vossen et al. (1976), com ligeiras modificações. Os frutos, após serem lavados, foram 
colocados sobre esponjas de nylon humedecidas com água dentro de tabuleiros de plástico, e 
inoculados com uma gota de 5 μL de suspensão de conídios com a concentração 2x106 
conídios/mL. Os tabuleiros foram envolvidos em sacos de plástico humedecidos com água e 
colocados numa câmara de crescimento com temperatura de 22ºC e um fotoperíodo de 12 h, 
excepto nas primeiras 24 h onde foram mantidos no escuro. Testaram-se cerca de 30 frutos 
verdes por cada isolado e por cada temperatura de crescimento do fungo. Foram realizadas 
três repetições. Após o registo dos primeiros sintomas (definido como o número de dias desde 
a inoculação até ao aparecimento de lesões de coloração escura), fizeram-se observações 
diárias durante cerca de dez dias. A avaliação dos sintomas foi feita de acordo com a seguinte 
escala: 
 
Quadro 2.2 – Escala de classificação utilizada em testes de inoculação em frutos verdes 
Classe Descrição 
0 Fruto sem sintomas 
1 Pontos negros no local da inoculação (1-2 mm) 
2 Lesões negras com aproximadamente 3 mm de diâmetro 
3 Lesões negras com aproximadamente 5 mm de diâmetro 
4 Lesões negras com aproximadamente 7 mm de diâmetro 
5 Lesões negras com aproximadamente 10 mm de diâmetro 
6 Lesões negras com aproximadamente 12 mm de diâmetro 
7 Lesões negras com aproximadamente 15 mm de diâmetro 
8 Todo o fruto coberto com lesão negra 
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A interpretação dos resultados foi efectuada através de um IID calculado para cada dia 
em que se fizeram as observações. Este IID varia entre 0 e 1 (ausência de sintomas e 100% de 
frutos cobertos com lesão negra). 
IID = ∑ (nº de fruto em cada classe x valor numérico de cada classe) / Nº total de frutos 
verdes x 8. 
Após se ter efectuado uma ANOVA a dois factores (temperatura e isolados, efeitos 
fixos) comparou-se estatisticamente o valor de IID obtido para cada isolado para cada 
temperatura, cinco e dez dias após a inoculação, utilizando-se o teste de comparação múltipla 
de Tuckey (95% de confiança). 
 
Hipocótilos de 3 a 6 cm de tamanho (aproximadamente 5-6 semanas após a 
sementeira), depois de retirados das semeadeiras e bem lavados, foram colocados sobre 
esponjas de nylon humedecidas com água dentro de tabuleiros de plástico, e inoculados com 
uma suspensão de conídios (2x106 conídios/mL). Os tabuleiros foram envolvidos em sacos de 
plástico humedecidos com água e colocados numa câmara de crescimento com temperatura de 
22ºC durante 24 h no escuro. Foram depois colocados a uma temperatura de 19ºC com um 
fotoperíodo de 12 h. Testaram-se cerca de 50 hipocótilos por cada isolado e por cada 
temperatura de crescimento do fungo. Foram realizadas duas repetições. Após o registo dos 
primeiros sintomas (pequenas lesões de coloração escura), fizeram-se observações de 2 em 2 
dias durante cerca de um mês. A avaliação dos sintomas foi feita de acordo com a escala 
descrita por Van der Graff (1981) (Quadro 2.3).  
 
Quadro 2.3 – Escala de classificação utilizada em testes de inoculação em hipocótilos (adaptada de 
Van der Graff, 1981) 
Tipo de reacção 
Classe 
Descrição 
0 Ausência de sintomas 
 
1 Pequenas e poucas (1 a 2) lesões cloróticas (equivalente a lesões tipo 
sarna ou lesões scab) ou acastanhadas  
 
2 Mais de 2 lesões acastanhadas ou lesões coalescentes. O diâmetro das 
lesões excede 0.5 mm. Pontos negros, quando presentes são raros. 
 
3 Extensas lesões acastanhadas com numerosos pontos negros e/ou  
lesões negras. As lesões negras podem rodear completamente o 
hipocótilo mas a parte terminal deste permanece viva 
 
4 Hipocótilo morto 
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A interpretação dos resultados foi efectuada através de um IID [IID=∑ (Nº de 
hipocótilos com reacção 4) / Nº total de hipocótilos testados], calculado para cada dia em que 
se fizeram as observações. Este IID varia entre 0 e 1 (ausência de hipocótilos mortos e 100% 
de hipocótilos mortos respectivamente). Foi ainda registado o número de dias após a 
inoculação em que foram alcançados valores de 50% e 90% de IID para os isolados de 
C. kahawae crescidos a diferentes temperaturas. 
 
Sempre que possível, para cada isolado, para cada dia em que se registaram os valores 
de IID, realizou-se uma análise ANOVA (nível de confiança de 95%) a um factor 
(temperatura, efeitos fixos) aos valores de IID obtidos. Para cada dia em que a ANOVA 
revelou a existência de diferenças significativas, procedeu-se à comparação de médias dos 
valores de IID com recurso ao teste Tuckey (95% de confiança). Efectuou-se ainda para cada 
isolado uma ANOVA (nível de confiança de 95%) a dois factores (temperatura e dias após a 
inoculação, efeitos fixos) aos IID obtidos. Para todas análises estatísticas efectuadas 
utilizou-se o programa Statistica 6.0 (StatSoft Inc.). 
 
2.2.1.4. Tentativa de incremento da agressividade de isolados de C. kahawae  
Os isolados Mal2, Zim1 e Rua1, que inicialmente apresentaram elevados níveis de 
agressividade, foram perdendo esta característica ao longo dos anos. Para tentar recuperar 
parte da agressividade perdida, estes isolados foram inoculados sucessivamente, cerca de 20 
vezes, em frutos verdes destacados da var. Caturra e re-isolados. A agressividade dos isolados 
assim obtidos foi comparada com a agressividade dos mesmos isolados crescidos e repicados 
unicamente em meio GEM. A quantificação da agressividade foi feita através da inoculação 
de frutos verdes destacados e hipocótilos da var. Caturra (susceptível). Os isolados Mal2 e 
Zim1 (inoculados e re-isolados de frutos verdes, e repicados em GEM) foram ainda testados 
em genótipos de cafeeiro que já haviam mostrado diferentes níveis de resistência a outros 
isolados de C. kahawae.  
 
2.2.1.4.1. Inoculação em frutos verdes destacados e hipocótilos da var. Caturra 
Inocularam-se cerca de 25 frutos verdes destacados da var. Caturra por cada isolado 
em estudo. O método de inoculação foi igual ao descrito no ponto 2.2.1.3. Efectuaram-se duas 
repetições. Registou-se o APS (número de dias desde a inoculação até ao aparecimento de 
lesões de coloração escura), o IE (número de dias desde a inoculação até ao aparecimento de 
esporos na superfície do fruto) e a evolução do IID desde o aparecimento dos primeiros 
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sintomas até ao 8º dia após a inoculação (nos frutos verdes destacados), segundo a escala 
descrita em 2.2.1.3. 
Foram inoculados 25 hipócotilos da var. Caturra por cada isolado em estudo, de 
acordo com o método descrito anteriormente (2.2.1.3). Efectuaram-se duas repetições. 
Registou-se a evolução dos IID, de acordo com o descrito em 2.2.1.3, desde o aparecimento 
dos primeiros hipocótilos mortos até 30 dias após a inoculação.  
Para cada inoculação com o isolado repicado em frutos verdes e com o isolado 
repicado em GEM, compararam-se os valores de IID obtidos para cada dia em que se 
registaram observações, com recurso ao teste t de student. Utilizou-se o programa Statistica 
6.0 (StatSoft Inc.). 
 
2.2.1.4.2. Inoculação de hipocótilos com diferentes níveis de resistência.  
Hipocótilos da var. Caturra (CIFC 20148) e hipocótilos de outros genótipos de 
cafeeiro, derivados do HDT (CIFC 20108, CIFC 20110, CIFC 20111, CIFC 20112, CIFC 
20114, CIFC 20116, CIFC 20128, CIFC 20134 e CIFC 20137), com diferentes níveis de 
resistência aos isolados Que2 e Cam1, foram inoculados com os isolados Mal2 e Zim1, 
inoculados cerca de 20 vezes em frutos verdes destacados e re-isolados, e com os mesmos 
isolados mantidos e repicados em GEM. O método de inoculação foi igual ao descrito em 
2.2.1.3. Registou-se a evolução do IID desde o aparecimento dos primeiros hipocótilos mortos 
até 30 dias após a inoculação (ver 2.2.1.3), assim como a percentagem de hipocótilos mortos 
ao fim de 30 dias, para cada um dos genótipos de cafeeiro e isolados testados. Sempre que 
possível, foram testados 25 hipocótilos de cada genótipo por cada isolado em estudo, nas duas 
repetições efectuadas. Para cada genótipo, para cada dia em que se registaram observações, 
compararam-se os valores de IID obtidos com o isolado repicado em frutos verdes com os 
valores de IID obtidos com o mesmo isolado repicado em GEM, com recurso ao teste t de 
student. Utilizou-se o programa Statistica 6.0 (StatSoft Inc.). 
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2.2.2. Caracterização isoenzimática 
2.2.2.1. Crescimento do fungo  
Os isolados de C. kahawae e C. gloeosporioides, referidos no ponto 2.1, cresceram em 
balões Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio líquido (extracto de malte e peptona) 
durante 10 dias, sem agitação, a 25ºC e no escuro. Foram feitas 3 repetições por isolado. 
 
2.2.2.2. Preparação dos extractos enzimáticos 
Os extractos enzimáticos foram preparados a partir de micélio fresco. O micélio foi 
filtrado por sucção num funil de Buchner através de um filtro Whatman nº1, lavado com água 
destilada e por fim com tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5. O micélio filtrado foi 
colocado num tubo de plástico e congelado a - 80ºC. O micélio foi liofilizado durante 48 h e 
em seguida macerado (num almofariz) com tampão acetato de sódio 50 mM, pH 4,5, a 4ºC, 
até se obter uma mistura homogénea. O homogeneizado foi filtrado através de gaze e 
centrifugado a 20000 g, durante 1 h, a 4ºC. O sobrenadante foi posto a dialisar em água 
durante 12 h, a 4ºC, e em seguida concentrado em polietilenoglicol 6000 até um volume final 
de 300 μL. Alíquotas das amostras foram guardadas a - 80ºC até serem utilizadas. 
 
2.2.2.3. Doseamento da proteína 
O doseamento da concentração proteíca das diferentes amostras foi estimado pelo 
método de Bradford (1976), utilizando o Kit da Bio-Rad de acordo com as instruções do 
fabricante (utilizando como padrão a albumina de soro bovino). 
 
2.2.2.4. Técnicas electroforéticas 
2.2.2.4.1. Electroforese não desnaturante 
No trabalho realizado a análise de proteínas utilizando a técnica de PAGE 
processou-se num sistema descontínuo adaptado de Laemmli (1970) em gel vertical de 
poliacrilamida. Neste sistema, foi utilizado um gel de poliacrilamida de 0,75 cm de espessura, 
composto por um gel concentrador de poro largo (concentração 4% T2, 2,6% C3 e pH 6,8) e 
um gel de resolução de poro apertado (concentração 10% T, 2,6% C e pH 8,8). Após a junção 
das diferentes soluções (Quadro 2.4), desgaseificou-se a mistura e adicionaram-se então os 
agentes de polimerização (PSA e TEMED). 
                                                 
2T = Quantidade de acrilamida e de bis-acrilamida (em gramas) por 100 mL de água destilada. 
3C = Proporção entre a quantidade de bis-acrilamida (em gramas) e a soma da quantidade de acrilamida e de 
bis-acrilamida (em gramas). 
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As amostras proteicas foram preparadas com uma solução tampão de amostra para 
electroforese não desnaturante4. Aplicou-se directamente nos poços do gel uma mistura 
contendo duas partes do extracto enzimático e uma parte do tampão de amostra. Utilizou-se 
como padrão 5 μL de uma mistura de proteínas de massa molecular conhecida (Pre-stained 
SDS-PAGE standards Low range; Bio-Rad, Alemanha). A corrida do gel foi realizada num 
sistema electroforético, modelo Mighty Small II SE 250 da Hoefer (Amersham Biosciences, 
Inglaterra), utilizando em ambos os reservatórios o tampão de separação Tris-HCl 25 mM, 
glicina 192 mM, pH 8,3. As amostras foram submetidas a uma diferença de potencial 
constante de 200 volt durante 45 min, a 4ºC. 
 
2.2.2.4.2. Electroforese por focagem isoeléctrica 
Para análise das proteínas utilizando a técnica de IEF, recorreu-se ao método descrito 
por Robertson et al. (1987), em gel vertical de 1,5 cm de espessura, contendo poliacrilamida 
(5% T, 3% C), glicerol 6% (m/v) e anfólito 2% (m/v) (os anfólitos utilizados variaram 
consoante a enzima estudada – Quadro - 2.5). Após a junção das diferentes soluções (Quadro 
- 2.5), desgaseificou-se a mistura e adicionaram-se os agentes de polimerização (PSA e 
TEMED). 
As amostras foram preparadas com uma solução tampão de amostra para IEF5, numa 
proporção de três partes de extracto enzimático para uma parte de tampão de amostra. 
Aplicou-se directamente a mistura nos poços do gel e utilizou-se como padrão 5 μL de uma 
mistura de proteínas de ponto isoeléctrico conhecido (IEF standards broad range pI 4,45-9,6; 
Bio-Rad, Alemanha). A corrida do gel foi realizada num aparelho de electroforese, modelo 
Mighty Small II SE 250 da Hoefer (Amersham Biosciences, Inglaterra), utilizando diferentes 
soluções para cada reservatório. No cátodo foi colocada uma solução de 25 mM de hidróxido 
de sódio e no ânodo uma solução de 20 mM de ácido acético. As amostras foram submetidas 
a uma diferença de potencial de 200 volt/50 min, seguidas de 400 volt/50 min, a 4ºC. 
 
                                                 
4Constituição do tampão de amostra para PAGE: Tris-HCl, 100mM, pH 6,8, corante azul de bromofenol 
0,0012% (m/v) e glicerol 30% (v/v). 
5 Constituição do tampão de amostra para IEF: glicerol 60% (v/v) com anfólito 3,2% (v/v) em água bidestilada. 
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Quadro 2.4 – Géis Laemmli para sistema descontínuo e uniforme (cerca de 10 mL de gel de resolução 
e de 10 mL de gel concentrador) 
Soluções Stock 
Gel de resolução 
10% 
Gel concentrador 
4% 
Acrilamida / Bis-acrilamida1 (mL) 3,3  1,3 
Tampão Tris-HCl 3M pH 8,8 (mL) 1,25 - 
Tampão Tris-HCl 0,5M pH 6,8 (mL) - 2,5 
H2O bidestilada (mL) 5,4 6,15 
PSA 10%2 (μL) 50 50 
TEMED3 (μL) 5 10 
1 Solução 30% (m/v) de acrilamida/bis-acrilamida para electroforese, 29:1 da Sigma A-3574 
2 PSA – Persulfato de amoníaco 
3 TEMED – N,N,N’,N’ – tetrametilenodiamina da BIO-RAD refª 161-081 
 
 
Quadro 2.5 – Géis IEF (cerca de 10 mL de gel) 
Soluções Stock 
Gel IEF 
EST ACP ALP MDH POD SOD 
Acrilamida / Bis-
acrilamida1 (mL) 
1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 1,7 
Glicerol (mL) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 
H2O bidestilada (mL) 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 
Servalyt 2-42 (μL) 100 150  150  - - - 
Servalyt 3-63 (μL) 150 - - - - - 
Servalyt 5-64 (μL) - 250 250 - - - 
Servalyt 3-105 (μL) 250 100 100 500 500 500 
PSA 10%6 (μL) 75 75 75 75 75 75 
TEMED7 (μL) 15 15 15 15 15 15 
  Solução 30% (m/v) de acrilamida/bis-acrilamida para electroforese, 29:1 da Sigma A-3574 
2 Servalyt (40% m/v) – Anfólito da SERVA electrophoresis GmbH refª 42902 
3Servalyt (40% m/v) – Anfólito da SERVA electrophoresis GmbH refª 42944 
4 Servalyt (40% m/v) – Anfólito da SERVA electrophoresis GmbH refª 42924 
5 Servalyt (40% m/v) – Anfólito da SERVA electrophoresis GmbH refª 42940 
6 PSA – Persulfato de amoníaco 
7 TEMED – N,N,N’,N’ – tetrametilenodiamina da BIO-RAD refª 161-081 
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2.2.2.5. Detecção de isoenzimas em gel 
2.2.2.5.1. Esterase  
A actividade da EST (EC.3.1.1.2) foi detectada após separação electroforética por 
PAGE e IEF em gel de poliacrilamida. Após a corrida da electroforese, o gel foi incubado 
numa solução tampão de fosfatos de sódio 0,1M, pH 6,5, contendo 2% de uma solução 
0,11 M de α-naftilacetato de sódio em acetona a 50%, 2% de uma solução 0,11 M de 
β-naftilacetato de sódio em acetona a 50% e 0,1 % de Fast Red TR (m/v). A incubação foi 
feita no escuro, à temperatura ambiente, durante 1-4 h. As isoenzimas com actividade 
esterásica apresentaram-se como bandas vermelho/alaranjadas (Nave & Sauhey, 1986). 
 
2.2.2.5.2. Fosfatase ácida  
A actividade da ACP (EC.3.1.3.2) foi detectada após separação electroforética por 
PAGE e IEF em gel de poliacrilamida. Após a corrida da electroforese, o gel foi incubado 
numa solução tampão de acetato de sódio 0,1M, pH 5,0, contendo 0,1% de α-naftilfosfato de 
sódio (m/v) e 0,1% de Fast Red TR (m/v). A incubação foi feita no escuro, a 30ºC-40ºC e 
durante 1-5 h. As isoenzimas revelaram-se sob a forma de bandas vermelho/alaranjadas 
(Guedes, 1988). 
 
2.2.2.5.3. Fosfatase alcalina  
A actividade da ALP (EC.3.1.3.1) foi detectada após separação electroforética por 
PAGE e IEF em gel de poliacrilamida. Após a corrida da electroforese, o gel foi incubado 
numa solução tampão Tris-HCl, 50 mM, pH 8,5, contendo 0,1% de α-naftilfosfato de sódio 
(m/v), 0,1 % de Fast blue (m/v) e 10 mM de MnCl2. A incubação foi feita no escuro, a 30ºC, 
até ao aparecimento de bandas acastanhadas indicativas da actividade da ALP (Scandalios, 
1969). 
 
2.2.2.5.4. Peroxidase 
A actividade da POD (EC.1.11.17) foi detectada após separação electroforética por 
PAGE e IEF em gel de poliacrilamida. Após a corrida, os géis foram incubados numa solução 
tampão citrato-fosfato, 0,05 M, pH 6, contendo 0,2% (v/v) de guaicol, 0,2% (v/v) de H2O2 e 
1% de uma solução 12 mM de 3-amino-9-etilcarbazol em dimetil formamida. A incubação foi 
feita até ao aparecimento das bandas vermelho/acastanhadas indicadoras da actividade da 
POD (Smith & Hammerschmidt, 1988). 
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2.2.2.5.5. Desidrogenase do malato 
A actividade da MDH (EC. 1.1.1.37) foi detectada após separação electroforética por 
PAGE e IEF em gel de poliacrilamida. Após a corrida, os géis foram incubados numa solução 
tampão Tris HCl, 0,1 M, pH 8,5 contendo 0,025% (m/v) de NAD; 10% (v/v) de hidrogénio 
malato de sódio, 1M; 0,02% (m/v) de NBT e 0,001% (m/v) de PMS. A incubação foi feita no 
escuro a 40ºC até ao aparecimento de bandas azuis indicadoras da actividade da MDH (Shaw 
& Prasad, 1970). 
 
2.2.2.5.6. Dismutase do superóxido 
A actividade da SOD (EC. 1.15.1.1) foi detectada após separação electroforética por 
PAGE e IEF em gel de poliacrilamida. Após a corrida, os géis foram incubados a 30ºC numa 
solução tampão de fosfatos de sódio, 50 mM, pH 7,5, contendo 0,025% (m/v) de NBT, 
durante 20 min no escuro. Em seguida, os géis foram transferidos para uma solução de 
tampão de fosfatos de sódio, 0,05M, pH 7,5, com 0,01% de riboflavina e 1,3% de TEMED e 
colocados à luz até ao aparecimento de bandas brancas, indicadoras da actividade da SOD, no 
fundo violeta (Vallejos, 1983). 
 
2.2.2.6. Análise estatística 
Para cada isolado e para cada enzima, a presença ou ausência de uma banda de 
actividade enzimática define um fenótipo electroforético. As semelhanças entre fenótipos 
electroforéticos foram calculadas utilizando o coeficiente de similaridade de Jaccard6. 
A partir deste coeficiente foi construída uma matriz simétrica de similaridade. As 
semelhanças dos fenótipos electroforéticos foram inferidas através de uma análise de grupos 
UPGMA, utilizando o programa NTSYS-PC versão 2.0 (Rohlf, 1997). 
Com recurso ao mesmo programa, construiu-se a matriz dos valores cofenéticos que 
foi comparada com a matriz original de similaridade, obtendo-se desta forma o coeficiente de 
correlação cofenética, que traduz o ajustamento do dendograma aos dados iniciais. 
                                                 
6SJ=a/(a+b+c) onde a são as bandas presentes nos dois isolados que estão a ser comparados, b são as bandas 
presentes só no primeiro isolado e c são as bandas presentes só no segundo isolado. 
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2.2.3. Caracterização molecular 
2.2.3.1. Crescimento do fungo  
Procedimento igual ao descrito no ponto 2.2.2.1. Foram utilizados os seguintes 
isolados de C. kahawae: Angola (Ang6), Etiópia (Eti17), Malawi (Mal2), Quénia (Que2, 
Que48), Ruanda (Rua1), Tanzânia (Tan1) e Zimbabué (Zim1) e um isolado de Colletotrichum 
gloeosporioides proveniente da China (Chi1). 
 
2.2.3.2. Extracção de DNA  
Após filtração do micélio, o fungo foi macerado em azoto líquido. O material 
macerado foi conservado à temperatura de -80ºC até posterior utilização. 
Ressuspenderam-se cerca de 20 mg (peso fresco) de fungo macerado em 500 μL de 
tampão de extracção7 num tubo de microcentrífuga. Seguidamente, adicionaram-se 350 μL de 
fenol e 150 μL da mistura clorofórmio: álcool isoamílico (24:1). Após centrifugação, 15 min a 
9000 g, recuperou-se a fase aquosa e adicionaram-se 10 μL de RNAse A (10 mg.mL-1). A 
mistura foi incubada durante 30 min a 37ºC. De seguida, procedeu-se à extracção das 
proteínas com 1 volume da mistura fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1). Recuperou-
se novamente a fase aquosa, após centrifugação a 9000 g durante 10 min, e precipitou-se o 
DNA com 0,7 volumes de isopropanol. O precipitado obtido foi lavado com 1 mL de etanol a 
70%, por centrifugação a 9000 g durante 5 a 10 min e dissolvido em 50 μL de H2O MiliQ, 
após secagem completa à temperatura ambiente (Raeder & Broda, 1985). 
 
2.2.3.3. Quantificação e verificação da pureza e integridade do DNA 
2.2.3.3.1. Espectrofotometricamente  
A quantificação do DNA extraído foi efectuada espectrofotometricamente a uma 
densidade óptica de 260 nm. A este comprimento de onda, uma unidade de absorvância 
corresponde a 50 μg DNA/mL (50 ng/μL). Por outro lado, a avaliação do respectivo grau de 
pureza efectuou-se através da razão dos valores de absorvância a 260 nm e 280 nm 
(preparações puras exibem uma razão entre 1,8 e 2,0) (Sambrook et al., 1989). Diluíram-se as 
amostras de DNA para uma concentração final de 25 ng/μL. 
                                                 
7 Composição do tampão de extracção: Tris-HCl, 200 mM pH, 8,5; NaCl, 250 mM; EDTA, 25 mM; SDS 0,5% 
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2.2.3.3.2. Electroforese em gel de agarose 
Após adição de 0,5 μL de tampão de amostra8 a 2 μL de amostra de DNA diluída, a 
confirmação da pureza e da concentração bem como a determinação da integridade do DNA 
foi verificada através de electroforese em gel de agarose a 1% corado com BrEt (0,05 μg/μL). 
A electroforese foi efectuada em TAE9 1X, a 100 volts durante 1 h. O gel foi visualizado num 
transiluminador (a 232 nm) e fotografado (Polaroid, Grã-Bretanha).  
 
2.2.3.4. Análise por randomly amplified polymorphic DNA 
A técnica RAPD que está incluída no grupo designado por Ap-PCR baseia-se em 
reacções de amplificação do DNA genómico (reacções PCR), utilizando um único 
oligonucleótido iniciador (geralmente um decâmero de sequência arbitrária de bases), e visa a 
detecção de polimorfismos nos locais de emparelhamento do iniciador, não necessitando de 
um conhecimento prévio do genoma do agente patogénico a analisar (Williams et al., 1990; 
Welsh & MacClelland, 1990).  
Cada reacção de PCR - RAPD foi efectuada num volume final de 25 μL nas seguintes 
condições: 50 ng de DNA; Tampão de PCR10 1X (Invitrogen, USA), MgCl2 3 mM 
(Invitrogen, EUA), dNTP’s 0,2 mM (Invitrogen, EUA), 25 ng iniciador, 1 U11 de Taq DNA 
polimerase (Invitrogen, EUA). Foi realizado um controlo negativo para cada reacção 
substituindo o DNA por água. Todas as reacções foram efectuadas num termociclador 
PTC - 100 (MJ Research, Inc.), utilizando-se o seguinte programa: 2 min a 94ºC 
(desnaturação inicial); 40 ciclos de 1 min a 94ºC (desnaturação), 1 min a 35ºC 
(emparelhamento) e 2 min a 72ºC (extensão); terminando com um ciclo de 5 min a 72ºC 
(extensão final). Os iniciadores utilizados e as respectivas sequências encontram-se no 
Quadro 2.6. Após adição de 10 μL de tampão de amostra ao produto de reacção, e aplicação 
de 15 μL da mistura no gel, os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% 
corado com BrEt (0,05 μg/μL). A electroforese foi efectuada em TAE 1X a 100 volts durante 
1 h. Foi utilizado como marcador de massa molecular o 1Kb DNA Ladder. 
Com base nos padrões de amplificação obtidos em cada um dos iniciadores utilizados, 
construiu-se uma matriz binária baseada na presença (1) ou ausência (0) de bandas. Foram 
contabilizadas todas as bandas com boa definição e excluídas bandas ténues e mal definidas, 
                                                 
8 Constituição do tampão de amostra: azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol FF 0,25%, sacarose em água 40% 
(W/V) 
9 Constituição do tampão TAE: Tris-acetato, 40 mM e EDTA, 1 mM, pH 8,0 
10 Constituição do tampão de PCR: Tris-HCl, 20mM, pH 8,4; KCl, 50 mM 
11 Quantidade de enzima necessária para quebrar 1 µg de DNA do fago λ, em 1 h a 37ºC, no tampão adequado. 
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bem como bandas igualmente amplificadas nas reacções controlo. A partir desta matriz 
binária foi construída uma matriz simétrica de similaridade tendo por base o coeficiente de 
semelhança de Jaccard12, utilizando o programa NTSYS-PC versão 2.0 (Rohlf, 1997). Sobre a 
matriz de similaridade efectuou-se uma análise de grupos UPGMA para obtenção do 
dendograma gerado pelo programa. Construiu-se ainda a matriz dos valores cofenéticos que 
foi comparada com a matriz original de similaridade, obtendo-se desta forma o coeficiente de 
correlação cofenética, que traduz o ajustamento do dendograma aos dados. A robustez dos 
grupos formados foi avaliada utilizando-se o programa WinBoot 
(http://www.irri.org/winboot.html), através do qual se reconstruiu o dendograma 500 vezes. 
 
Quadro 2.6 – Sequência nucleotídica (5’→3’) dos iniciadores utilizados nas reacções RAPD 
Iniciador Sequência nucleotídica  Iniciador Sequência nucleotídica  
OPA – 01 5’-CAGGCCCTTC-3’ OPD – 19  5’-CTGGGGACTT-3’ 
OPA – 02 5’-TGCCGAGCTG-3’ OPD – 20 5’-ACCCGGTCAC-3’ 
OPC – 03  5’-GGGGGTCTTT-3’ OPF – 01   5’-ACGGATCCTG-3’ 
OPC – 04 5’-CCGCATCTAC-3’ OPF – 02 5’-GAGGATCCCT-3’ 
OPC – 07 5’-GTCCCGACGA-3’ OPF – 03 5’-CCTGATCACC-3’ 
OPC – 08 5’-TGGACCGGTG-3’ OPF – 04 5’-GGTGATCAGG-3’ 
OPC – 09 5’-CTCACCGTCC-3’ OPF – 05 5’-CCGAATTCCC-3’ 
OPD – 01 5’-ACCGCGAAGG-3’ OPF – 06 5’-GGGAATTCGG-3’ 
OPD – 02 5’-GGACCCAACC-3’ OPF – 07 5’-CCGATATCCC-3’ 
OPD – 03 5’-GTCGCCGTCA-3’ OPF – 08 5’-GGGATATCGG-3’ 
OPD – 04 5’-TCTGGTGAGG-3’ OPF – 09 5’-CCAAGCTTCC-3’ 
OPD – 05 5’-TGAGCGGACA-3’ OPF – 10 5’-GGAAGCTTGG-3’ 
OPD – 06 5’-ACCTGAACGG-3’ OPF – 11 5’-TTGGTACCCC-3’ 
OPD – 07 5’-TTGGCACGGG-3’ OPF – 12 5’-ACGGTACCAG-3’ 
OPD – 08 5’-GTGTGCCCCA-3’ OPF – 13 5’-GGCTGCAGAA-3’ 
OPD – 09 5’-CTCTGGAGAC-3’ OPF – 14 5’-TGCTGCAGGT-3’ 
OPD – 10 5’-GGTCTACACC-3’ OPF – 15 5’-CCAGTACTCC-3’ 
OPD – 11 5’-AGCGCCATTG-3’ OPF – 16 5’-GGAGTACTGG-3’ 
OPD – 12 5’-CACCGTATCC-3’ OPF – 17 5’-AACCCGGGAA-3’ 
OPD – 15 5’-CATCCGTGCT-3’ OPF – 18 5’-TTCCCGGGTT-3’ 
OPD – 16 5’-AGGGCGTAAG-3’ OPF – 19 5’-CCTCTAGACC-3’ 
OPD – 17 5’-TTTCCCACGG-3’ OPF – 20 5’-GGTCTAGAGG-3’ 
OPD – 18 5’-GAGAGCCAAC-3’   
                                                 
12SJ=a/(a+b+c) onde a são as bandas presentes nos dois isolados que estão a ser comparados, b são as bandas 
presentes só no primeiro isolado e c são as bandas presentes só no segundo isolado. 
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2.2.3.5. Análise por inter simple sequence repeat 
A técnica ISSR também está incluída no grupo designado por Ap-PCR, mas distingue-
se da técnica RAPD por utilizar iniciadores de sequências repetitivas (monómeros de dois a 
cinco nucleótidos) cuja existência é conhecida nos genomas eucariotas (Zietkiewicz et al., 
1994). 
 
Utilizaram-se os seguintes iniciadores universais M13, (GACA)4, (GTGC)4, (TG)10 
(Quadro 2.7) nas condições descritas anteriormente (2.2.3.4), mas com uma temperatura de 
emparelhamento de 58ºC. 
 
Quadro 2.7 – Sequência nucleotídica (5’→3’) dos iniciadores utilizados nas reacções ISSR 
Iniciador Sequência nucleotídica (5’- 3’) 
M13 5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3’ 
(GACA)4 5’-GACAGACA GACGACAA-3’ 
(GTGC)4 5’-GTGCGTGCGTGCGTGC-3’ 
(TG)10 5’-TGTGTGTGTGTGTGTGTGTG-3’ 
 
2.2.3.6. Amplificação das regiões internal transcribed spacer e intergenic sequences 
O DNA ribossómico é composto por uma família multigénica organizada em longos 
arranjos de unidades repetidas ou tandem. Estas unidades são separadas por um espaçador 
intergénico não transcrito (IGS), que possui um número variável de pequenas sub-repetições 
internas e um espaçador externo transcrito. Cada unidade transcrita contém as sequências que 
codificam para os três genes ribossómicos, 18 S, 5,8 S e 28 S. Entre os genes 18 S e 5,8 S 
encontra-se o primeiro espaçador interno transcrito (ITS1) e, entre os genes 5,8 S e 28 S o 
segundo (ITS2) (Sabatini, 2003). Uma vez que este cluster de genes apresenta algumas 
regiões altamente conservadas e outras variáveis, tem sido possível a análise da variabilidade 
a diferentes níveis taxonómicos (Fungaro, 2000; Llorens et al., 2006 a, b). A região 18 S, por 
exemplo, sendo a mais conservada, é utilizada apenas para comparação de organismos 
distantemente relacionados. A região 28 S é mais variável e, portanto, é apropriada para a 
comparação de diferentes géneros ou, em alguns casos, de diferentes espécies. As regiões ITS 
evoluem rapidamente e, então, são apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até 
mesmo variedades de uma mesma espécie (Fungaro, 2000). As sequências IGS parecem ser 
bons candidatos para a diferenciação de estirpes a um nível intraespecífico (Fungaro, 2000). 
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Para amplificação das regiões ITS e IGS a partir de DNA genómico recorreu-se 
também à técnica de PCR. Neste caso, as condições de reacção, para um volume final de 
25 μL, foram as seguintes: 50 ng de DNA genómico, Tampão de PCR (Invitrogen, EUA) 1X, 
MgCl2 1,5 mM (Invitrogen, EUA), dNTP’s 0,2 mM (Invitrogen, EUA), 25 μM de cada 
iniciador 5’-3’ (forward, F) e 3’-5’ (reverse, R) (Invitrogen, EUA) e 1 U de Taq DNA 
polimerase (Invitrogen, EUA). Para cada reacção foram realizados controlos negativos 
utilizando água em vez de DNA. Todas as reacções foram efectuadas num termociclador 
PTC - 100 (MJ Research, Inc.), utilizando-se o seguinte programa: 2 min a 94ºC  
(desnaturação inicial); 30 ciclos, com 1 min a 94ºC (desnaturação), 1 min a 48 ou 50ºC 
(emparelhamento) e 2 min a 72ºC (extensão), e terminando com um ciclo de 5 min a 72ºC 
(extensão final). Os iniciadores utilizados e as respectivas sequências, assim como a 
temperatura de emparelhamento utilizada, encontram-se no Quadro 2.8. 
 
Quadro 2.8 – Sequência nucleotídica dos iniciadores 5’-3’ (F) e 3’-5’ (R) utilizados na amplificação 
das regiões ITS e IGS e respectiva temperatura de emparelhamento. 
Região a 
amplificar 
Iniciadores 
Temperatura de 
emparelhamento 
ITS total 
(F) 5’- GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3’ 
(R) 5’- GCTTATTGATATGCTTAAGTTCAG - 3’ 
50ºC 
ITS1 
(F) 5’- GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3’ 
(F) 5’- CATTACTTATCACATTTCACTGTG- 3’ 
50ºC 
ITS2 
(F) 5’- ACACCTGTTTGAGTGTCATGA- 3’ 
(R) 5’- GCTTATTGATATGCTTAAGTTCAG - 3’ 
48ºC 
IGS total 
(F) 5’- TAACAGACCAACATCAATTTTTG – 3’ 
(R) 5’ – GTTTATACTTAGACATGCATGGC – 3’ 
48ºC 
IGS1 
(F) 5’- TAACAGACCAACATCAATTTTTG – 3’ 
(R) 5’ – GTTAACTGCGCAGATCGGACG – 3’ 
50ºC 
IGS2 
(F) 5’- AGTTAGTACCACGGTGGGGG – 3’ 
(R) 5’ – GTTTATACTTAGACATGCATGGC – 3’ 
48ºC 
 
Após a adição de 10 μL de tampão de amostra ao produto de PCR e aplicação de 
15 μL no gel, os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% corado com BrEt 
(0,05 μg/μL). A electroforese foi efectuada em TAE 1X a 100 volts durante 1 h. Utilizou-se 
como marcador de massa molecular o DNA do fago λ digerido com PstI. 
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2.2.3.6.1. Clonagem dos fragmentos amplificados 
2.2.3.6.1.1. Purificação dos fragmentos amplificados 
Após a electroforese dos produtos de PCR amplificados, cortaram-se as bandas mais 
intensas de cada amostra e procedeu-se à sua purificação através do kit QIAquick Gel 
Extraction (Qiagen, Alemanha), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. A 
verificação da integridade dos produtos isolados foi efectuada por electroforese em gel de 
agarose a 1%. As condições de corrida foram as descritas no ponto anterior.  
 
2.2.3.6.1.2. Ligação ao vector 
Os fragmentos purificados foram ligados ao vector pGEM-T easy através da utilização 
do kit pGEM®-T easy Vector Systems (Promega, EUA), nas condições descritas pelo 
fabricante.  
 
2.2.3.6.1.3. Transformação de células competentes 
Os produtos da reacção de ligação foram clonados em Escherichia coli por 
transformação termo-química. Assim, misturaram-se 10 μL do produto de ligação a 100 μL 
de células competentes de Escherichia coli, colocou-se a mistura 30 min em gelo e em 
seguida, 30 s a 42ºC. Após o choque térmico, as células foram recuperadas em 1 mL de meio 
Soc (Triptona 20 g/L, extracto de levedura 5 g/L, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 20 mM 
e glucose 20 mM), durante 1 h a 37ºC. Cerca de 500 μL de meio Soc contendo as células 
transformadas foram plaqueados em meio LB sólido (Triptona 10 g/L, extracto de levedura 
5 g/L, Nacl 10 g/L e agar 15 g/L) contendo Ampicilina (0,1 mg/mL), IPTG (100 mM) e 
X-GAL (50 mg/mL). As placas foram incubadas a 37ºC durante a noite. 
 
2.2.3.6.1.4. Selecção de colónias positivas 
• Com base na cor 
Após a incubação, efectuou-se a pré-selecção das colónias positivas com base na cor, 
uma vez que estas geralmente apresentam cor branca. 
• Por PCR - Colony PCR 
Com um palito, retirou-se parte de cada uma das colónias pré-seleccionadas 
anteriormente, repicou-se para uma placa contendo meio LB + Ampicilina e depois 
para um tubo de PCR contendo 10 μL de H2O. As condições da reacção de PCR foram 
iguais às descritas para a amplificação das sequências ITSs e IGSs. Os padrões de 
Materiais e métodos 37 
 
 
PCR foram visualizados em gel de agarose 1% com BrEt incorporado, conforme 
descrito anteriormente.  
 
• Extracção dos plasmídios recombinantes para confirmação da presença do fragmento 
de DNA 
Após confirmação por PCR, escolheram-se 2 colónias positivas de cada fragmento 
para extracção do plasmídio recombinante. Para tal, inoculou-se cada uma das 
colónias seleccionadas em 5 mL de meio LB líquido (Triptona 10 g/L, extracto de 
levedura 5 g/L e Nacl 10 g/L) contendo Ampicilina (0,1 mg/mL) e incubou-se a 37ºC 
com agitação mecânica durante 12 a 14 h. 
Para extracção dos plasmídios recombinantes, utilizou-se o kit QIAprep Spin Miniprep 
(Qiagen, Alemanha), seguindo-se as instruções do fabricante. O DNA plasmídico foi 
quantificado espectrofotometricamente e a pureza e integridade foram verificadas por 
electroforese em gel de agarose, conforme descrito no ponto 2.2.3.3. 
 
• Digestão dos plasmídios recombinantes 
Procedeu-se de seguida à digestão dos plasmídios purificados com a enzima EcoRI 
(que corta nas duas extremidades que ligam o fragmento ao vector). Para cada 
digestão, utilizaram-se as seguintes condições de reacção para um volume final de 
10 μL: 1 μg de DNA plasmídico, 1 U13 de enzima (EcoRI) (Invitrogen, EUA), 1X 
Tampão React 3 (Invitrogen, EUA), incubação durante 1 h a 37ºC.  
Os produtos da digestão foram visualizados após a adição de 3 μL de tampão de 
amostra ao produto de digestão e aplicação de 5 μL no gel de agarose 1% (com BrEt 
incorporado). A electroforese decorreu em TAE 1X a 100 volts durante 1 h. 
Utilizou-se como marcador de massa molecular o DNA do fago λ digerido com PstI. 
 
2.2.3.6.2. Sequenciação  
As sequências do DNA plasmídico foram obtidas através do serviço de sequenciação 
da MWG (Alemanha). Após sequenciação, as sequências obtidas foram alinhadas com 
recurso ao programa ClustalX 1.81/83 (Thompson et al., 1997). 
 
                                                 
13 Quantidade de enzima necessária para quebrar 1 µg de DNA do fago λ, em 1 h a 37ºC, no tampão adequado. 
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Amplificou-se, clonou-se e sequenciou-se com sucesso a região ITS total dos isolados 
Mal2 e Tan1 de C. kahawae assim como um fragmento da região IGS1 dos isolados Tan1 e 
Zim1. 
 
2.2.3.6.3. Análise bioinformática das sequências 
2.2.3.6.3.1. Homologia nas bases de dados 
Após obtenção das sequências ITS e IGS, efectuou-se a respectiva comparação com as 
sequências disponíveis nas bases de dados do NCBI, utilizando-se o programa BlastN 
(disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).  
 
Compararam-se ainda a sequência nucleotídica da região ITS total do rDNA dos 
isolados de C. kahawae (Tan1 e Mal2) com algumas sequências da região ITS total de C. 
kahawae e C. gloeosporioides disponíveis nas bases de dados (Quadro 2.9).  
 
Quadro 2.9 – Identificação das sequências nucleotídicas utilizadas para análise da diversidade na 
região ITS total do rDNA  
Número de 
acesso do NCBI 
Identificação do 
Isolado Hospedeiro Origem E - value 
AM903330 C. kahawae Coffea arabica Quénia 0,00 
AM903331 C. kahawae Coffea arabica Angola 0,00 
AM903329 C. kahawae Coffea arabica Angola 0,00 
AY376540 C. kahawae Coffea arabica  0,00 
AJ536228 C. kahawae Coffea spp Quénia 0,00 
AF534469 C. kahawae Coffea arabica Zimbabué 0,00 
AF534468 C. kahawae Coffea arabica Malawi 0,00 
AJ301907 C. gloeosporioides Hypericum sp. - 0,00 
AJ301977 C. gloeosporioides Kentia-palm - 0,00 
EU326191 C. gloeosporioides Bischofia polycarpa - 0,00 
EF432271 Colletotrichum spp. Alliaria petiolata EUA 0,00 
 
Após o alinhamento das sequências, obtidas com recurso ao programa ClustalX 
1.81/83 (Thompson et al., 1997), a sua análise foi feita com o programa PHYLIP 3.67 
(Felsenstein, 2007). Construiu-se uma matriz de distância, calculada segundo o modelo 
evolutivo Kimura-2P (módulo Dnadist, algoritmo Kimura-2P; Kimura, 1980), sendo depois 
produzido o dendograma consenso com o módulo Consense e editado com o programa 
TreeView v.1.6.1 (http://taxonomy.gla.ac.uk/rod/treeview.html). Utilizando-se o mesmo 
programa, procedeu-se à análise da robustez dos agrupamentos obtidos por bootstrapping 
(módulo Seqboot). 
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2.2.3.6.3.2. Determinação de mapas de restrição 
Os mapas de restrição das sequências em estudo foram determinados através do programa 
GCG (Wiscosin University, EUA). 
 
2.2.3.6.4. Restriction fragment length polymorphism dos produtos amplificados 
Após a elaboração dos mapas de restrição, seleccionaram-se algumas enzimas para 
estudar possíveis padrões de restrição polimórficos. 
Para tal, os produtos de PCR amplificados (de acordo com o descrito em 2.2.3.6), para 
um leque de oito isolados de C. kahawae, com os iniciadores ITS e IGS, foram primeiramente 
purificados com o kit High Pure PCR Product Purification (Roche, Alemanha), seguindo-se 
as instruções do fabricante. A integridade e pureza dos produtos limpos foi verificada por 
electroforese em gel de agarose 1%. 
De acordo com as instruções do fabricante (Invitrogen, EUA), a digestão dos 
fragmentos amplificados foi realizada nas seguintes condições: 1 μg de DNA, 1X Tampão 
React 2 (enzima SmaI) ou React 4 (restantes enzimas) (Invitrogen, EUA), 1 U14 Enzima e 
H2O MiliQ para prefazer o volume final de 10 μL. Foram utilizadas as seguintes enzimas: 
BamHI, EcoRI, HaeIII, HhaI, HinDIII, SalI e SmaI. A digestão decorreu durante 3 h a 37ºC. 
Os produtos da digestão foram visualizados após electroforese em gel de agarose 1% 
(com BrEt incorporado), TAE 1X, a 100 volt durante 1 h. A electroforese decorreu após a 
adição de 3 μL de tampão de amostra ao produto de digestão e aplicação de 5 μL no gel. 
Utilizou-se, como marcador de massa molecular, o DNA do fago λ digerido com PstI. 
                                                 
14  Quantidade de enzima necessária para quebrar 1 µg de DNA do fago λ, em 1 h a 37ºC, no tampão adequado. 
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2.3. Caracterização da expressão de resistência 
Hipocótilos de cafeeiro, susceptíveis e com vários níveis de resistência a isolados de 
C. kahawae, foram submetidos a diferentes técnicas de microscopia óptica e electrónica de 
transmissão, para avaliação do crescimento do fungo e das respostas por este induzidas nas 
células das plantas. 
 
2.3.1. Testagem de cafeeiros para pesquisa de resistência 
Hipocótilos de cafeeiros C. arabica (CIFC 32/1, 33/1, 8223/61, 8223/61-270, 13479/2, 
H245/34, H436/1, H242/45), C. racemosa (CIFC 13969/8) e de híbridos interespecíficos 
tetraplóides (CIFC 13483/2 e 13682/12, 19204, 19206, 19207, 19208, 19209, 19210, 19214, 
19215, 19216, 19217, 19218, 19219, 19220, 19222, 19224, 19225, 19226, 19227, 19229, 
19231, 19232, 19233, 19234, 19235, 19236, 19317) foram inoculados com os isolados Que2, 
Zim1, Zim9 e Cam1 de acordo com a técnica descrita por Van der Vossen et al. (1976) com 
ligeiras modificações (tal como previamente descrito em 2.2.1.3). Nestes ensaios foram 
utilizados como controlo susceptível os cafeeiros Arábica da var. Caturra (CIFC 19238, 
19293 e 19/1). Aos 30 dias após a inoculação registaram-se os NHT e a percentagem de 
hipocótilos com reacções 0, 1 e 2 (hipocótilos considerados resistentes) segundo a escala de 
Van der Graff (descrita em 2.2.1.3.). Nem sempre foi possível dispor, em cada ensaio, de 
hipocótilos em número suficiente para a sua testagem com todos os isolados. 
 
Os genótipos de cafeeiro que apresentaram maior nível de resistência, nomeadamente 
os híbridos interespecíficos tetraplóides derivados do HDT - CIFC 19215, 19231 e 19317, 
foram seleccionados para se prosseguir com os estudos histológicos. Por outro lado, no 
âmbito do projecto ICA4-CT-2001-10008 (em que se inseriu parte do trabalho desta tese), 
realizou-se um estágio no IRD/CIRAD em Montpellier (França) onde se iniciaram os estudos 
histológicos em hipocótilos de variedades comerciais que apresentam diferentes níveis de 
resistência em condições de campo: var. Nemaya (resistente), Java, T5296, IAPAR 59 
(moderadamente resistentes), var. Catimor 129 (resistente). Como controlo foi sempre 
utilizada a var. susceptível Caturra.  
 
2.3.2. Inoculação dos hipocótilos  
Hipocótilos de diferentes genótipos de cafeeiro foram inoculados com uma gota de 
5μL de suspensão de conídios (com a concentração 2x106conídios/mL) do isolado do CIFC 
Que2 ou do isolado do CIRAD CM732 de C. kahawae (Quadro 2.10), de acordo com a 
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técnica descrita por Van der Vossen et al. (1976) com ligeiras modificações, tal como 
previamente descrito (ponto 2.2.1.3). 
 
Quadro 2.10 – Genótipos de cafeeiro e isolados utilizados na caracterização 
citológica da expressão da resistência 
Genótipos Isolado utilizado 
HDT CIFC 19215 Que2 
HDT CIFC 19231 Que2 
HDT CIFC 19317 Que2 
Nemaya Que2 e CM732 
Java CM732 
T5296 CM732 
Catimor 129 CM732 
IAPAR CM732 
 
2.3.3. Observações ao microscópio óptico  
2.3.3.1. Germinação in vivo e formação de apressórios 
A germinação in vivo e a formação de apressórios foram observadas em fragmentos de 
hipocótilos (≈ 5 cm2) 24 h após a inoculação, seguindo a técnica descrita por Silva et al. 
(1985). Por cada genótipo escolheram-se ao acaso 3 hipocótilos. Estes foram cortados na zona 
da inoculação e, depois de secos, foram pincelados com verniz de unhas transparente (Cibelle, 
sem proteínas). Algumas horas mais tarde, o verniz foi destacado com uma pinça, corado e 
montado em azul de algodão em lactofenol (que cora de azul as estruturas do fungo). Uma vez 
que se verificou que a germinação dos conídios e a formação dos apressórios foi superior a 
70% para os diferentes genótipos de cafeeiro em estudo, comparou-se apenas a fase de 
pós-penetração do fungo. 
 
2.3.3.2. Processo de colonização do fungo  
Para avaliar o processo de colonização do fungo seccionaram-se, com um micrótomo 
de congelação, fragmentos de hipocótilos inoculados. Os cortes (com uma espessura de 
20 - 30 µm) foram depois corados e montados numa mistura clara de azul de algodão em 
lactofenol (Rijo & Rodrigues Jr., 1978). Acompanhou-se o evoluir da infecção no interior dos 
tecidos 24, 36, 48, 60 e 72 h após a inoculação, em cada zona de infecção, através da medição 
do comprimento das hifas com uma ocular micrométrica. Efectuaram-se pelo menos duas 
experiências e consideraram-se 50 zonas de infecção/experiência, em cada tempo após a 
inoculação. Como os resultados obtidos nas diferentes experiências não mostraram diferenças 
significativas entre si, procedeu-se ao seu agrupamento, submetendo-os depois à análise 
estatística. 
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2.3.3.3. Respostas da planta 
Para se estudar as respostas da planta à presença do fungo utilizaram-se os seguintes 
testes citológicos: 
 
Teste de epifluorescência: cortes transversais de fragmentos de hipocótilos infectados (24, 
36, 48, 60 e 72 h após a inoculação), efectuados com um micrótomo de congelação, foram 
colocados numa solução fosfato (K2HPO4) 0,07M, pH 8,9 e, posteriormente, montados na 
mesma solução e observados ao microscópio (Silva et al., 1992). A morte celular foi 
monitorizada pela autofluorescência e/ou acastanhamento do conteúdo citoplasmático das 
células. A autoflourescência das células foi também usada como indicador da acumulação de 
compostos fenólicos (Marte & Montalbini, 1972; Bennett, et al., 1996).  
 
Teste com o reagente de Neu - cortes transversais de fragmentos de hipocótilos sãos e 
infectados (24, 36, 48, 60 e 72 h após a inoculação), efectuados com um micrótomo de 
congelação, foram colocados em 1% de amino-etildifenil-borinato diluído em álcool absoluto 
e montados em glicerina. O reagente de Neu permite a detecção dos seguintes compostos 
fenólicos: flavonoídes (fluorescência amarelo-alaranjada quando iluminado com luz UV e 
fluorescência amarela forte sob luz azul), derivados do ácido gálico (fluorescência azul escura 
sob luz UV e sem fluorescência quando se usa luz azul) e derivados hidroxicinâmicos (ex. 
ácido cafeíco, fluorescência branca sob luz UV e fluorescência amarela quando se utiliza a luz 
azul) (Neu, 1956). 
 
Teste de fluorescência com azul de anilina: cortes transversais de fragmentos de hipocótilos 
infectados (em diferentes tempos após a inoculação), efectuados com um micrótomo de 
congelação, foram colocados numa solução fosfato (K2HPO4) 0,07M, pH 8,9 e depois 
colocados durante 5-10 min numa solução de azul de anilina a 0,01% em solução fosfato 
(K2HPO4) na qual foram montados (Rijo & Vasconcelos, 1984). Os depósitos de calose foram 
identificados pela sua fluorescência amarelo brilhante (Eschrich & Currier, 1964). 
 
Todas as observações foram efectuadas num microscópio Leitz Dialux 20, equipado 
com lâmpada de mercúrio HB0 100w, luz UV (excitação 340-380, filtro barreira 430) e luz 
azul (excitação 450-490, filtro barreira 515). 
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2.3.4. Observações ao microscópio electrónico de transmissão 
2.3.4.1. Preparação dos tecidos  
Pedaços de hipocótilos sãos e infectados (em diferentes tempos após a inoculação) 
foram fixados, durante 2 h, numa solução de glutaraldeído 2,5 % em tampão cacodilato de 
sódio 0,1M, pH 7,2. Após três lavagens de 20 min cada no mesmo tampão, os tecidos foram 
submetidos a uma pós – fixação de 2 h em tetróxido de ósmio (OsO4) 1% no referido tampão 
(no escuro). Seguiram-se três lavagens de 10 min cada em água destilada. Procedeu-se depois 
à desidratação dos tecidos numa série crescente de concentrações de etanol (10, 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80 e 90%) durante 10 min cada, e duas passagens com etanol a 100% durante 30 
min cada. Posteriormente foi feita a inclusão e polimerização (a 70ºC, durante a noite) em 
resina Spurr (Sigma, Alemanha) (Rijo & Sargent, 1974; Silva et al., 1999 a, 2002). 
 
Para localizar as infecções nos blocos polimerizados efectuaram-se cortes semi-finos 
(200 nm) num ultramicrótomo (Leica Ultracut R), que foram posteriormente colhidos em 
lâminas de vidro revestidas com poli-lisina (Sigma, Alemanha). As lâminas foram colocadas 
numa placa de aquecimento a 60ºC, sendo posteriormente coradas com uma solução de 1% de 
azul de toluidina em carbonato de sódio (Na2CO3) a 2,5% (adaptado de Campion et al., 1998), 
e observadas directamente ao microscópio.  
Nos blocos seleccionados foram posteriormente efectuados cortes ultrafinos (80 - 90 
nm), com uma faca de diamante, num ultramicrótomo (Leica Ultracut R), que foram 
recolhidos em grelhas de cobre (200 mesh) previamente revestidas com membrana de 
Formvar. As referidas secções foram depois contrastadas com uma solução aquosa saturada 
de acetato de uranilo e com citrato de chumbo, e examinadas num microscópio electrónico de 
transmissão Morgagni (FEI, EUA). 
Parte deste trabalho foi efectuada no CIFC enquanto outra parte foi efectuada em 
estágios realizados no IRD em Montpellier, França.  
 
2.3.4.2. Teste citoquímico: complexo exoglucanase – ouro coloidal para localização de 
1,4-β-glucanas 
Usou-se a enzima exoglucanase purificada e complexada com ouro coloidal (partículas 
de 15 nm) a pH 9,0 (ponto isoeléctrico da enzima). Nas grelhas, os cortes ultra-finos de tecido 
infectado foram colocados sobre uma gota de 0,01M de PBS15 contendo 0,02% de 
                                                 
15 Constituição do PBS – Tampão fosfato de sódio, 0,1M e 0,9% de NaCl 
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polietilenoglicol 20000 (PEG 20000), pH 6,0, durante 10-15 min e posteriormente incubados 
(durante 30 min) numa gota do complexo enzima-ouro (diluição 1/20 em PBS-PEG, pH 6,5), 
numa câmara húmida à temperatura ambiente. Os cortes foram depois lavados vigorosamente 
em PBS 0,01M, pH 7,4 e posteriormente em água (Benhamou, 1995; Silva et al. 1999 a). 
Depois de secas, as referidas secções foram contrastadas com uma solução aquosa saturada de 
acetato de uranilo e com citrato de chumbo, e examinadas num microscópio electrónico de 
transmissão Morgagni (FEI, EUA). 
A especificidade da marcação pode ser verificada através dos seguintes testes de 
controlo: incubação com o complexo exoglucanase-ouro ao qual se adicionam previamente 
2 mg/mL de 1,4-β-glucanas e incubação de tecido são (Benhamou, 1995). 
 
2.3.5. Análise estatística 
Os dados relativos ao crescimento do fungo foram submetidos a análises de variância. 
Para comparação das médias usou-se o teste da mínima diferença significativa de Fisher. 
Utilizou-se o programa Statgraphic (Statpoint Inc.). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 – Caracterização da variabilidade em 
Colletotrichum kahawae 
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3.1. Introdução 
O sucesso de um programa de melhoramento, que visa a resistência a doenças, 
depende do conhecimento da variabilidade genética na população do agente causal (Lima & 
Menezes, 2002). Segundo Agrios (2005), a variabilidade é a propriedade (ou capacidade) que 
um organismo tem para alterar as suas características ao longo de sucessivas gerações. Alguns 
mecanismos, nomeadamente recombinações sexuais e para-sexuais assim como mutações de 
genes (incluindo mutações pontuais, mutações produzidas por inserção/delecção de 
transposões e rearranjos cromossomais) têm sido propostos para explicar a evolução dos 
agentes patogénicos (Masel et al., 1992; Agrios, 2005). 
A variabilidade das espécies de Colletotrichum tem sido amplamente estudada com 
base em características morfológicas, culturais e patogénicas; na formação de GCV; e em 
estudos isoenzimáticos e moleculares (Freeman, 2000; Denoyes-Rothan et al., 2003; Sharma 
et al., 2005; Abang et al., 2006; Whitelaw-Weckert et al., 2007). 
Actualmente a caracterização morfológica desta espécie incluí a forma e dimensão dos 
conídios e dos apressórios; a presença ou ausência de setae associadas a acérvulos; a presença 
ou ausência do teleomorfo; a cor e diâmetro das colónias; a taxa de crescimento e também a 
sensibilidade a fungicidas (Denoyes-Rothan et al., 2003; Whitelaw-Weckert et al., 2007). 
Contudo, devido às influências ambientais na estabilidade das características morfoculturais e 
à existência de formas intermédias que podem ser associadas à conservação (especialmente 
com sub-culturas frequentes), estes critérios nem sempre são adequados para uma correcta 
diferenciação entre espécies (Freeman, 2000).  
O estudo de GCV tem sido utilizado para analisar a variabilidade genética nas espécies 
de Colletotrichum (Katan & Shabi, 1996; Freeman & Katan, 1997). Por exemplo, o estudo de 
GCV efectuado numa população de C. gloeosporioides proveniente do inhame revelou um 
elevado grau de diversidade (Abang et al., 2004). 
A variabilidade genética de uma população pode também ser estimada através de 
estudos de patogenicidade (MacDonald et al., 1989). A variação da patogenicidade pode ser 
medida em termos de virulência e agressividade (Thakur & Shetty, 1993). A virulência é 
medida qualitativamente enquanto a agressividade é avaliada quantitativamente. Com recurso 
a testes de patogénicos, foi possível separar dois grupos de isolados de C. acutatum, 
provenientes de morangos (Denoyes-Rothan et al., 2003), diferenciar várias raças de C. 
graminicola (Valério et al., 2005) e de C. lindemuthianum (Ansari et al., 2004), assim como 
verificar uma grande diversidade de patótipos na população de C. gloeosporioides isolados do 
inhame (Abang et al., 2006). 
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Durante a última metade do século passado, a análise isoenzimática foi vastamente 
utilizada como uma ferramenta na taxonomia, genética de populações e ecologia (Saag et al., 
2007; Murphy et al., 1996), assim como marcador para estimar a variabilidade de populações 
ou espécies de fungos (Lima Filho et al., 2003; Micales et al., 1998). Alguns sistemas 
isoenzimáticos foram utilizados com sucesso na separação de diferentes espécies de 
Colletotrichum presentes no morango, nomeadamente C. acutatum, C. fragarie e C. 
gloeosporioides (Bonde et al., 1991); no estudo da variabilidade genética de isolados de C. 
orbiculare (Rego et al., 1994) e de C. graminicola (Lima & Menezes, 2002; Horvath & 
Vargas, 2004); na verificação da existência de diferenças intraespecíficas entre isolados de C. 
gloeosporioides provenientes de diferentes hospedeiros, assim como diferenças 
interespecíficas entre isolados de C. gloeosporioides e C. musae (Lima Filho et al., 2003). 
Recentemente, várias técnicas de análise molecular, tais como as análises RAPD, 
RFLP, AFLP e ISSR, têm sido vastamente utilizadas na identificação, caracterização da 
diversidade genética e investigação de relações entre isolados de diversos géneros de fungos, 
incluindo o Colletotrichum (Freeman et al., 1996; Freeman, 2000; Ansari et al., 2004; Valério 
et al., 2005; Sharma et al., 2005; Abang et al., 2006; Padder et al., 2007; Whitelaw-Weckert 
et al., 2007). Também a sequenciação e análise por RFLP das regiões ITS do DNA 
ribossomal têm sido utilizadas para desenhar iniciadores específicos das espécies de 
Colletotrichum e para a sua análise filogenética (Sreenivasaprasad et al., 1996; Abang et al, 
2002; Whitelaw-Weckert et al., 2007). 
Tal como outras espécies de Colletotrichum, também a variabilidade em C. kahawae 
tem sido estudada com recurso a características morfológicas, culturais, bioquímicas 
(nomeadamente a incapacidade do C. kahawae em utilizar o citrato e o tartarato como fontes 
de carbono) e patogénicas, assim como no estudo de GCV, análises isoenzimáticas e 
moleculares.  
A variabilidade morfocultural pode ser facilmente observada quando este é repicado 
sucessivamente em meio de cultura (Beynon et al., 1995). Um determinado isolado pode 
permanecer inalterável após sucessivas repicagens em meio de cultura, pode ir mudando 
gradualmente a sua morfologia, ou produzir sectores com características diferentes das dos 
isolados parentais (Várzea et al., 2001, 2002 b). Variantes culturais espontâneas, de coloração 
mais clara que os isolados parentais, mostraram uma taxa de crescimento mais elevada, 
associada a uma menor capacidade de esporulação com a produção de conídios de diferentes 
dimensões, assim como menor agressividade em frutos verdes destacados quando comparados 
com os isolados parentais (Várzea et al., 2001, 2002 b). 
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Em relação ao C. kahawae, variações de agressividade entre isolados da mesma, ou de 
diferentes origens geográficas, têm sido referidas por vários autores (Omondi et al., 1997, 
2000; Várzea et al., 2002 b; Derso & Waller, 2003; Silva et al., 2006). Por outro lado, pela 
primeira vez, Rodrigues Jr. et al. (1992) assim como Várzea et al. (1993), através da 
inoculação de diferentes genótipos de cafeeiros (na maioria dos casos híbridos 
interespecíficos tetraploídes) com isolados de várias origens geográficas, verificaram a 
existência de interacções diferenciais parecendo indicar a existência de raças. Bieysse et al. 
(1995) também encontraram reacções diferenciais em selecções de Sarchimor e Catimor 
provenientes do CATIE – Costa Rica. Contudo, Manga et al. (1997), num estudo efectuado 
com os mesmos isolados utilizados por Rodrigues Jr. et al. (1992) e Várzea et al. (1993), mas 
com outros genótipos de cafeeiro (16 genótipos de C. arabica), não encontraram evidências 
de raças. Apenas encontraram diferenças de agressividade. Omondi et al. (2000), na análise 
de 11 genótipos de C. arabica inoculados com 90 isolados monospóricos de C. kahawae, 
provenientes do Quénia, refere que a variação encontrada na população do agente patogénico 
se deve à agressividade e não há existência de raças. Contudo, apesar dos efeitos diferenciais 
encontrados serem muito pequenos, não deverão ser ignorados (Omondi et al., 2000).  
A variabilidade genética deste fungo tem sido também estudada por meio da 
caracterização de GCV (Gichuru et al., 2000; Várzea et al., 2002 a). Beynon et al. (1995) 
referem a existência de 5 GCV em C. kahawae; contudo, estudos posteriores, mais 
exaustivos, efectuados pelos mesmos autores e com os mesmos e outros isolados, permitiram 
verificar que afinal não se tratavam de diferentes GCV, embora se pudessem caracterizar 
subgrupos com base na intensidade do heterocrionte formado (Várzea et al., 2002 a, b). 
Resultados semelhantes foram obtidos por Manga et al., (1997, 2001) onde um só GCV era 
composto por dois subgrupos, um subgrupo com isolados pertencentes aos Camarões e outro 
com isolados provenientes de países da África Oriental. Também os trabalhos desenvolvidos 
por Bridge et al. (2008), com GCV, confirmam a separação de populações provenientes da 
África Oriental de populações provenientes da África Ocidental. 
Em estudos preliminares efectuados por Várzea (1995), a análise dos perfis 
isoenzimáticos da α-esterase e da fosfatase ácida de diversos isolados de C. kahawae, 
evidenciou a existência de variabilidade entre os isolados. Omondi et al. (1997), utilizando 
diferentes sistemas isoenzimáticos, separaram isolados de C. acutatum e de C. 
gloeosporioides de isolados de C. kahawae. Todos os sistemas se mostraram monomórficos 
em relação aos isolados de C. kahawae analisados (com excepção da isoenzima esterase). 
Para estes autores esta isoenzima poderá estar associada à patogenicidade. Mais recentemente, 
Loureiro et al. (2006), analisando os perfis isoenzimáticos da α-esterase, fosfatase ácida e 
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alcalina e da peroxidase, detectaram a existência de polimorfismo entre os isolados de C. 
kahawae em estudo, para todos os sistemas isoenzimáticos. 
Estudos moleculares realizados na população de C. kahawae de diferentes origens 
geográficas, utilizando as técnicas RAPD (Sreenivasaprasad et al., 1993; Omondi et al., 1997; 
Manga, 1999; Derso &Waller, 2003), RFLP (Sreenivasaprasad et al., 1993; Beynon et al., 
1995) e VNTR (Bridge et al., 2008), não permitiram definir subgrupos em C. kahawae. 
Manuel (2007); utilizando a técnica de ISSR, e a sequenciação da região ITS do rDNA, 
verificou a existência de alto grau de homogeneidade entre os isolados de Colletotrichum 
kahawae provenientes de Angola.  
Recentemente, Biesse et al. (dados não publicados – Projecto INCO ICA4-CT-2001-
10008), utilizando iniciadores ISSR em cerca de 140 isolados de C. kahawae, provenientes de 
diferentes regiões geográficas (Angola, Burundi, Camarões, Etiópia, Quénia, Malawi, 
Ruanda, Tanzânia e Zimbabué), concluíram que estes isolados poderão ser separados em dois 
grupos: África Oriental e Camarões (Silva et al., 2006). Cada população geográfica mostrou 
uma forte homogeneidade entre isolados, sugerindo uma multiplicação clonal do agente 
patogénico (Silva et al., 2006). Bridge et al. (2008), através da análise por RFLP e AFLP, 
estudaram isolados de C. kahawae provenientes de vários países africanos (Burundi, 
Camarões, Etiópia, Malawi, Zâmbia e Zimbabué), verificaram a existência de uma 
variabilidade mínima entre isolados. Na análise por RFLP todos os isolados apresentaram o 
mesmo perfil, com excepção de dois isolados dos Camarões que apresentaram perfis 
ligeiramente diferentes. Na análise por AFLP todos os isolados provenientes do Quénia 
apresentaram o mesmo perfil, os isolados dos Camarões apresentaram um perfil diferente dos 
restantes assim como um isolado proveniente do Malawi (Bridge et al., 2008).  
Surgem evidências de que se está a desenvolver, dentro da população, variabilidade ao 
nível funcional (Bridge et al., 2008). 
 
 
No presente trabalho pretende-se: a) analisar a influência da temperatura na 
estabilidade morfocultural (taxa de crescimento e capacidade de esporulação) e patogénica 
(agressividade) em isolados de C. kahawae; b) estudar a possibilidade de incremento de 
agressividade em isolados de C. kahawae, por meio de repicagens e re-isolamentos 
consecutivos em frutos verdes destacados; c) efectuar uma caracterização isoenzimática 
(detecção de diferentes actividades enzimáticas in situ, após separação por electroforese) e 
molecular (com recurso a várias técnicas baseadas em PCR) de diferentes isolados de 
C. kahawae comparativamente com um isolado representativo de C. gloeosporioides de 
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cafeeiro, já estudado por outros autores. Esta caracterização visa a determinação do grau de 
variabilidade genética da população em estudo e a identificação de eventuais marcadores para 
tipificação. 
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3.2. Resultados 
3.2.1. Caracterização morfocultural e patogénica 
3.2.1.1. Influência da temperatura na taxa de crescimento médio diário das colónias 
Compararam-se as taxas de crescimento médio diário de 12 isolados de C. kahawae 
provenientes de diferentes países do continente africano: Angola (Ang6); Camarões (Cam1); 
Etiópia (Eti17); Malawi (Mal2); Quénia (Que2, Que48, Que70, Que71, Que72); Ruanda 
(Rua1); Tanzânia (Tan1); Zimbabué (Zim1) e de um isolado de Colletotrichum 
gloeosporioides proveniente da China (Chi1), para as temperaturas de 10ºC, 15ºC, 20ºC, 
25ºC, 30ºC e 35ºC em GEM, no escuro (Quadro 3.1). 
 
Quadro 3.1 – Crescimento médio diário das colónias dos isolados de C. kahawae e de C. 
gloeosporioides em GEM a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC, ao fim de 8 dias, no escuro.  
Isolados Crescimento médio diário das colónias (mm) 10ºC 15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 35ºC 
Ang6 1,8±0,1 bcde 2,7±0,2 bc 6,1±0,4 de 9,4±0,5 f 1,9±0,8 bc 0,0 a 
Cam1 2,4±0,2 e 2,9±0,1 bc 7,1±0,2 fg 9,2±0,2 f 2,3±0,3 b 0,0 a 
Eti17 2,3±0,4 e 3,2±0,7 bc 5,6±0,2 bcd 7,3±0,5 cde 4,0±0,2 efgh 0,0 a 
Mal2 1,9±0,6 cde 3,5±0,6 c 6,4±0,2 ef 8,1±0,2 e 3,6±0,2 efgh 0,0 a 
Rua1 2,3±0,6 de 3,0±0,3 bc 5,6±0,4 cd 7,6±0,2 cde 4,1±0,3 fh 0,0 a 
Tan1 1,2±0,2 abc 1,0±0,4 a 5,5±0,7 bcd 7,9±0,4 de 0,7±0,1 a 0,0 a 
Zim1 2,4±0,3 e 3,2±0,4 bc 5,9±0,2 de 8,1±0,1 e 3,8±0,3 efgh 0,0 a 
Que2 1,8±0,2 bcde 3,0±0,3 bc 6,6±0,3 ef 8,0 ±0,1 e 2,8±0,1 bcd 0,0 a 
Que48 1,2±0,6 ab 1,2±0,2 a 4,2±0,5 a 7,1±0,4 bcd 2,0±0,3 cdef 0,0 a 
Que70 2,1±0,6 de 2,5±0,2 b 4,8±0,1 ab 6,3±0,3 ab 3,4±0,2 defg 0,0 a 
Que71 1,6±0,2 abcd 2,5±0,1 b 5,0±0,4 abc 6,3±0,4 a 2,5±0,3 cde 0,0 a 
Que72 1,0±0,2 a 1,0±0,3 a 4,5±0,2 a 7,0±0,5 abc 2,7±0,2 bcd 0,0 a 
Chi1 2,3±0,2 de 3,5±0,4 c 7,5±0,1 g 10,5±0,4 g 9,1±0,3 i 1,3±0,4 b 
Em cada coluna os valores médios seguidos pela mesma letra não são significativamente diferentes, de acordo com o teste de 
Schéffe (P≤0.05); (x± DP) média ± desvio padrão 
 
Os resultados obtidos mostram que as espécies de C. kahawae e de C. gloeosporioides 
são claramente diferentes quando crescem a 25ºC, 30ºC e 35ºC. Esta diferença é 
particularmente notória a 35ºC, pois apenas o isolado de C. gloeosporioides apresentou 
crescimento. Por outro lado, para as duas espécies estudadas, a taxa de crescimento médio 
mais alta ocorreu quando a temperatura de incubação correspondeu a 25ºC. 
Os resultados obtidos, para os isolados de C. kahawae, foram ainda sujeitos a uma 
análise de variância em que se confirmou a existência de diferenças significativas entre 
temperaturas (F=4482,8***), isolados (F=105,3***), e onde foi encontrada uma interacção 
também significativa (F= 26,39***) entre temperatura x isolados (Quadro 3.2). Como 
exemplo da interacção temperatura x isolado, temos o caso do isolado Cam1 que apresenta 
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um crescimento de 2,9±0,1 mm, a 15ºC e de 2,3±0,3, a 30ºC, enquanto o isolado Que72 
apresenta um crescimento de 1,0±0,3 mm, a 15ºC e de 2,7±0,2, a 30ºC.  
 
Quadro 3.2 – Análise de variância para o crescimento médio diário das colónias dos isolados de C. 
kahawae crescidos em GEM a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
 G.L. Q.M. Teste F 
Isolados 11 13,44 105,3*** 
Temperatura 4 572,23 4482,8*** 
Temperatura x Isolados 44 3,37 26,39*** 
Resíduo 406 0,1277  
***Significativamente diferentes (P≤0.001). G.L – graus de liberdade, Q.M. – quadrado médio 
 
3.2.1.2. Influência da temperatura na capacidade de esporulação 
Procurou-se também verificar qual a influência da temperatura de incubação na 
capacidade de esporulação dos vários isolados de C. kahawae e C. gloeosporioides. Assim, 
quantificaram-se os conídios produzidos por cm2 da colónia de cada isolado, para cada uma 
das temperaturas em estudo (10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30º C) (Quadro 3.3). 
 
Quadro 3.3 – Número de esporos (x104) produzidos por cm2 , em colónias com 12 dias, referentes aos 
isolados de C. kahawae e de C. gloeosporioides crescidos em GEM, no escuro, a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 
25ºC e 30ºC. 
Isolados 
Esporos produzidos por cm2 de colónia (x 104) 
10ºC 15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 
Ang6 48±3 d 67±16 bc 35±2 abc nd 23±8 ab 
Cam1 102±32 fg 78±3 bc 152±31 d 332 ±42 d 243±28 d 
Eti17 19±2 b 75±15 bc 13±2 ab 209±156 bcd 118±29 bcd 
Mal2 44±6 cd 53±2 b 28±5 abc 67±15 a 28±2 abc 
Rua1 53±8 de 70±3 bc 41±9 bc 112±12 ab 130±15 cd 
Tan1 105±10 g 66±18 bc 196±18 e 307±58 cd 7±5 a 
Zim1 35±3 cd 78±8 bc 49±8 c 121±15 ab 117±24 bcd 
Que2 37±2 cd 72±6 bc 30±2 abc 107±14 ab 21±3 ab 
Que48 76±7 ef 246±59 e 9±2 ab 186±90 abc 57±11 abc 
Que70 41±7 cd 97±10 c 11±1 a 64±4 a 61±3 abc 
Que71 30±6 bc 63±10 bc 9±1 a 64±9 a 302±271 d 
Que72 7±2 a 23±5 a 13±1 a 68±5 a 80±9 abc 
Média 50±30 82± 54 49±61 136±97 99±92 
Chi1 222±8 h 168±49 d 31±34 abc 117±13 ab 111±25 bcd 
Em cada coluna os valores médios seguidos pela mesma letra não se diferenciam significativamente, de acordo com o teste 
de Tuckey (P≤0,05); (x± DP) média ± desvio padrão; Nd - não determinado. 
 
Neste ensaio foi possível observar que para os isolados Cam1, Eti17, Mal2, Tan1, 
Zim1 e Que2, a maior produção de esporos ocorreu a 25ºC. Para os isolados Rua1, Que71 e 
Que72, a maior capacidade de esporulação ocorreu quando foram crescidos a 30ºC, enquanto 
para os isolados Que48 e Que70 esta ocorreu a 15ºC. A 10ºC o isolado Chi1 de 
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C. gloeosporioides apresentou a maior capacidade de esporulação e diferenciou-se 
significativamente dos restantes isolados.  
Os resultados obtidos, para os isolados de C. kahawae, foram ainda sujeitos a uma 
análise de variância, tendo-se confirmado a existência de diferenças significativas entre 
temperaturas (F=76,63***), isolados (F=26,82***) e na interacção temperatura x isolados 
(F=12,71***) (Quadro 3.4). A interacção temperatura x isolado revela que a capacidade de 
esporulação dos isolados foi influenciada pela temperatura de crescimento. Por exemplo, o 
isolado Tan1 produziu cerca de 307±58 (x104 esporos/cm2 de colónia) a 25ºC e 7±5 (x104 
esporos/cm2 de colónia) a 30ºC, enquanto o isolado Rua1 produziu cerca de 112±12 (x104 
esporos/cm2 de colónia) a 25ºC e 130±15 (x104 esporos/cm2 de colónia) a 30ºC. 
Para cada isolado a temperatura parece influenciar bastante a capacidade de 
esporulação, o que nos é mostrado pela interacção significativa (F= 12,71***) da 
temperatura x isolado. Em alguns casos, verifica-se a existência de um valor elevado para o 
desvio padrão, como por exemplo o isolado Eti17 a 25ºC, com uma capacidade de 
esporulação de 209±156 (x104 esporos/cm2 de colónia), o que nos sugere que o número de 
repetições efectuadas deveria ser maior. 
 
 
Quadro 3.4 – Análise de variância dos esporos produzidos por cm2 de isolados de C. kahawae crescidos 
em GEM a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
 G.L. Q. M. Teste F 
Isolados 10 75,81 26,82*** 
Temperatura 4 216,60 76,63*** 
Temperatura x Isolados 40 35,93 12,71*** 
Resíduo 165 2,83  
***Significativamente diferentes (P≤0,001). G.L – graus de liberdade, Q.M. – quadrado médio 
 
 
3.2.1.3. Influência da temperatura de crescimento de isolados de C. kahawae na sua 
agressividade em frutos verdes destacados e em hipocótilos 
A antracnose dos frutos verdes, tal como o nome indica, é uma doença que nas 
condições de campo se manifesta essencialmente nos frutos, sendo nos frutos não maduros 
(verdes) onde o seu efeito é mais nefasto, pois a semente ainda não se encontra 
completamente desenvolvida. Contudo, verifica-se uma elevada correlação entre os sintomas 
da doença no campo e os sintomas em hipocótilos inoculados em condições laboratoriais. Esta 
correlação tem permitido utilizar hipocótilos em estudos de pré-selecção de genótipos de 
cafeeiro com resistência a este agente patogénico. Este método foi desenvolvido por Van der 
Vossen et al. (1976) e encontra-se descrito em 2.2.1.3. Por outro lado, estes autores também 
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verificaram a existência de uma baixa correlação entre a doença em frutos verdes destacados e 
frutos verdes ligados à planta. Contudo, os frutos verdes destacados, apesar de não serem 
utilizados para estudos de caracterização de resistência, são amplamente utilizados em testes 
de patogenicidade que permitem diferenciar C. kahawae de outras espécies de Colletotrichum 
tais como C. gloeosporioides e C. acutatum (Hindorf, 1970; Waller et al., 1993; Várzea et al., 
2002 b). Apenas a C. kahawae mostra capacidade para provocar sintomas nos frutos verdes 
destacados. 
De acordo com observações realizadas no CIFC, onde são inoculados anualmente milhares de 
hipocótilos de cafeeiro com diferentes isolados de C. kahawae, há mais de 20 anos, tem-se 
verificado que a agressividade dos isolados não é uniforme ao longo do tempo. De acordo 
com a experiência dos técnicos responsáveis por esta tarefa, pensa-se que a temperatura de 
crescimento dos isolados poderá contribuir grandemente para esta variabilidade, uma vez que 
os isolados utilizados nestes testes crescem sempre à temperatura ambiente, sujeita a 
variações ao longo das diferentes estações do ano (Vítor Várzea, comunicação pessoal). Com 
o objectivo de se averiguar se a temperatura de crescimento dos isolados terá alguma 
influência sobre a sua agressividade, foram delineados ensaios onde se utilizaram frutos 
verdes destacados assim como hipocótilos da var. Caturra (susceptível). 
 
3.2.1.3.1. Agressividade em frutos verdes 
A influência da temperatura de crescimento na agressividade dos isolados foi testada 
através da inoculação de frutos verdes com isolados crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 
30ºC em GEM. Foram utilizados todos os isolados referidos em 3.2.1.1, à excepção dos 
isolados Tan1 e Que70, devido a escassa esporulação e contaminação com outro fungo. 
Foram quantificados os seguintes parâmetros: a)  o APS, definido como o número de dias 
desde a inoculação até ao aparecimento de lesões de coloração escura (Quadro 3.5); b) a 
evolução do IID (de acordo com a escala descrita em 2.2.1.3) desde o aparecimento dos 
primeiros sintomas até ao décimo dia após a inoculação (Fig. 3.1 a 3.10). Foi também 
efectuada uma avaliação do desenvolvimento da doença (evolução do IID) e a respectiva 
análise de variância aos cinco (Quadro 3.6 e 3.7) e dez dias após a inoculação (Quadro 3.8 e 
3.9). 
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Quadro 3.5 – Tempo necessário para o APS após a inoculação dos isolados de C. kahawae crescidos 
a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC, registado em frutos verdes destacados da var. Caturra. 
Isolado 
Aparecimento primeiros sintomas (dias) 
10ºC 15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 
Ang6 3 3 4 4 4 
Cam1 3 3 3 3 4 
Eti17 3 3 4 5 5 
Mal2 4 5 6 9 6 
Rua1 4 3 4 4 4 
Zim1 3 4 4 4 5 
Que2 3 4 4 5 5 
Que48 3 3 4 5 4 
Que71 3 3 4 5 4 
Que72 3 3 3 5 5 
Média±dp                 3,2±0,4                   3,4±0,7                     4,0±0,8                   4,9±1,6                   4,6±0,7 
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Fig. 3.1 – 3.3 – IID, dos 3 aos 10 dias após a inoculação, em frutos verdes destacados da var. Caturra, 
inoculados com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. Fig. 3.1 – Isolado 
Ang6. Fig. 3.2 – Isolado Cam1. Fig. 3.3 – Isolado Eti17.  
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Fig. 3.4 – 3.6 – IID, dos 3 aos 10 dias após a inoculação, em frutos verdes destacados da var. Caturra, 
inoculados com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. Fig. 3.4 – Isolado 
Mal2. Fig. 3.5 – Zim1. Fig. 3.6 – Isolado Rua1.  
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Fig. 3.7 – 3.9 – IID, dos 3 aos 10 dias após a inoculação, em frutos verdes destacados da var. Caturra, 
inoculados com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. Fig. 3.7 – Isolado 
Que2. Fig. 3.8 – Isolado Que48. Fig. 3.9 – Isolado Que71.  
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Fig. 3.10 – IID, dos 3 aos 10 dias após a inoculação, em frutos verdes destacados da var. Caturra, 
inoculados com o isolado Que72 de C. kahawae crescido a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC.  
 
 
 
 
Quadro 3.6 – IID obtido em frutos verdes destacados da var. Caturra, 5 dias após a inoculação com 
isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
Isolado IID 10ºC 15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 
Ang6 0,208±0,018 de 0,218± 0,044 de 0,092±0,021 ab 0,025±0,023 a 0,026±0,026 abc 
Cam1 0,278±0,022 f 0,262 ±0,066 e 0,176 ±0,074 b 0,111±0,08 b 0,016±0,008 abc 
Eti17 0,209±0,017 de 0,132 ±0,007 bcd 0,090 ± 0,025 ab 0,010±0,006 a 0,057±0,029 c 
Mal2 0,027±0,005 a 0,003 ±0,003 a 0,000± 0,000 a 0,000±0,000 a 0,000±0,000 a 
Rua1 0,141±0,015 bc 0,097 ± 0,002 abcd 0,036 ± 0,024 a 0,013±0,013 a 0,003±0,003 a 
Zim1 0,118±0,015 b 0,055 ± 0,049 ab 0,042 ± 0,032 a 0,017±0,015 a 0,003±0,003 a 
Que2 0,131±0,015 bc 0,046 ± 0,023 ab 0,016 ± 0,016 a 0,004±0,004 a 0,007±0,007 ab 
Que48 0,170±0,018 cd 0,086 ± 0,037 abc 0,027 ±0,019 a 0,020±0,006 a 0,007±0,007 ab 
Que71 0,238±0,021 ef 0,187 ± 0,077 cde 0,049 ± 0,026 a 0,013±0,007 a 0,055±0,019 c 
Que72 0,248±0,020 ef 0,184 ± 0,050 cde 0,079 ± 0,040 ab 0,030±0,024 ab 0,051±0,019 bc 
Em cada coluna os valores médios seguidos pela mesma letra não são significativamente diferentes, de acordo com o teste de 
Tuckey (P≤0,05) ; (x± DP) média ± desvio padrão. 
 
 
 
Quadro 3.7 – Análise de variância do IID em frutos verdes destacados da var. Caturra, 5 dias após a 
inoculação com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC.  
 G.L. Q. M. Teste F 
Isolados 9 0,032 9,96*** 
Temperatura 4 0,155 47,812*** 
Temperatura x Isolados 36 0,005 1,656* 
Resíduo 100 0,0032  
***Significativamente diferentes (P≤0.001). * Significativamente diferentes (P≤0.05). G.L – graus de liberdade, 
Q.M. - quadrado médio. 
 
 
 
3.10 
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Quadro 3.8 – IID obtido em frutos verdes destacados da var. Caturra, 10 dias após a inoculação com 
isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
Isolado IID 10ºC 15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 
Ang6 0,640±0,021 bc 0,561±0,044 bc 0,462±0,042 bc 0,228±0,087 ab 0,217±0.170 abc 
Cam1 0,700±0,016 bcd 0,772±0,066 c 0,631±0,087 c 0,435±0,154 b 0,257±0,068 abc 
Eti17 0,585±0,029 bc 0,603±0,032 bc 0,493±0,053 bc 0,328±0,070 ab 0,426±0,08 abc 
Mal2 0,25±0,022 a 0,058±0,024 a 0,016±0,007 a 0,005±0,003 a 0,050±0,040 a 
Rua1 0,571±0,039 b 0,441±0,012 bc 0,343±0,069 abc 0,206±0,082 ab 0,213±0,015 abc 
Zim1 0,583±0,061 bc 0,327±0,173 ab 0,214±0,157 ab 0,215±0,090 ab 0,132±0,012 ab 
Que2 0,605±0,035 bc 0,356±0,033 ab 0,294±0,036 abc 0,174±0,008 ab 0,158±0,083 abc 
Que48 0,703±0,026 bcd 0,503±0,086 bc 0,298±0,064 abc 0,246±0,046 ab 0,313±0,095 abc 
Que71 0,808±0,015 d 0,597±0,097 bc 0,418±0,036 bc 0,193±0,007 ab 0,527±0,037 c 
Que72 0,733±0,017cd 0,673±0,052 bc 0,524±0,084 bc 0,271±0,085 ab 0,486±0,048 bc 
Em cada coluna os valores médios seguidos pela mesma letra não são significativamente diferentes, de acordo com o teste de 
Tuckey (P≤0.05); (x± DP) média ± desvio padrão 
 
 
 
Quadro 3.9 – Análise de variância do IID em frutos verdes destacados da var. Caturra, 10 dias após a 
inoculação com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
 G. L. Q. M. Teste F 
Isolados 9 0,314 21,314*** 
Temperatura 4 0,751 50,920*** 
Temperatura x Isolados 36 0,020 1,391 
Resíduo 100 0,0032  
    ***Significativamente diferentes (P≤0.001). G.L – graus de liberdade, Q.M. – quadrado médio. 
 
 
Pela observação do Quadro 3.5, relativamente aos valores do APS, das Figs. 3.1 a 3.10 
referentes aos IID de cada isolado e dos Quadros 3.6 a 3.9 pode verificar-se que:  
- De modo geral, os isolados de C. kahawae que cresceram em GEM a baixas 
temperaturas, isto é, a 10ºC e 15ºC, apresentaram sempre maior agressividade quando 
inoculados em frutos verdes destacados, comparativamente com os isolados crescidos a 
temperaturas superiores. Esta maior agressividade foi indicada por menores e maiores valores 
de APS e IID, respectivamente (Quadro 3.5, 3.6 e 3.8). 
- Os isolados crescidos a 25ºC e 30ºC foram os que apresentaram menor agressividade, 
ou seja, apresentaram um maior valor de APS e um menor IID (Quadro 3.5, 3.6 e 3.8). 
- O isolado do Mal2, comparativamente com todos os outros isolados estudados, foi 
aquele que mostrou menor agressividade para todas as temperaturas estudadas (Quadro 3.5, 
3.6 e 3.8). 
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- O isolado Cam1 foi o que exibiu, em média, no conjunto das temperaturas estudadas, 
o maior nível de agressividade, seguido pelos isolados Que72 e Que71 (Quadro 3.5, 3.6 e 
3.8). 
- A interacção entre Temperatura x Isolados foi sempre baixa, tendo sido 
estatisticamente significativa 5 dias após a inoculação (F=1,656*) (Quadro 3.7). 
- Através da análise do IID não se conseguiu estabelecer um padrão de evolução da 
doença, que fosse igual para todos os isolados, em função das temperaturas estudadas.  
 
 
3.2.1.3.2. Agressividade em hipocótilos 
Hipocótilos da var. Caturra foram inoculados com os isolados Ang6, Cam1, Eti17, 
Mal2, Rua1, Zim1, Que2, Que48, Que71 e Que72 crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
Foram quantificados os seguintes parâmetros: a) APS definido como o número de dias desde 
a inoculação até ao aparecimento de lesões de coloração escura (Quadro 3.10); b) a evolução 
do IID (nº de hipocótilos com reacção 4, escala de Van der Graff, ver 2.2.1.3) ao longo do 
ensaio que teve a duração de 31 dias (Figs 3.11-3.20). Foi ainda calculado o número de dias 
após a inoculação em que foram alcançados valores de 50% e 90% de IID para os isolados de 
C. kahawae crescidos a diferentes temperaturas (10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC) (Quadro 3.11). 
 
 
 
Quadro 3.10 – Tempo requerido para o APS após a inoculação dos isolados de C. kahawae crescidos 
a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC, registados em hipocótilos da var. Caturra. 
Isolado Aparecimento dos primeiros sintomas (dias) 10ºC 15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 
Ang6 5 6  5 6 8 
Cam1 4 4  5 5 6 
Eti17 5 6  6 6 8 
Mal2 8  8  10 8 12 
Rua1 6 6 6 6 12 
Zim1 5 6 6 6 8 
Que2 5 6 5 6 8 
Que48 5 6 5 6 8 
Que71 5 4 5 6 8 
Que72 5 6 5 6 6 
Média ± dp             5.3 ±1,0                5.8±1,1                5.8 ±1,5               6.1 ±0,7                8.4±2,1                    
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Quadro 3.11 – Número de dias após a inoculação em que foram alcançados valores de 50% e 
90% de IID para os isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
Isolado 
Nº de dias após a inoculação 
10ºC 15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 
50% 90% 50% 90% 50% 90% 50% 90% 50% 90% 
Ang6 10 14 14 24 28 n 12 14 n n 
Cam1 8 10 8 10 9 12 9 10 11 14 
Eti17 12 19 17 28 21 n 12 19 n n 
Mal2 21 n 26 n n n 19 n n n 
Rua1 19 n 17 28 24 n 10 19 28 n 
Zim1 12 17 14 21 17 n 10 14 17 n 
Que2 11 17 21 31 14 n 10 17 n n 
Que48 12 19 12 21 14 n 11 17 31 n 
Que71 9 14 8 14 12 19 11 14 16 n 
Que72 10 24 14 24 17 n 10 14 28 n 
n - valor não atingido 
64 Capítulo 3 
 
 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 4 8 12 16 20 24 28 32
II
D
Dias após a inoculação
Ang 6
10ºC
15ºC
20ºC
25ºC
30ºC
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 4 8 12 16 20 24 28 32
II
D
Dias após a inoculação
Cam 1
10ºC
15ºC
20ºC
25ºC
30ºC
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 4 8 12 16 20 24 28 32
II
D
Dias após a inoculação
Eti 17
10ºC
15ºC
20ºC
25ºC
30ºC
 
Fig. 3.11 – 3.13 – IID, dos 4 aos 31 dias após a inoculação, em hipocótilos da var. Caturra, inoculados 
com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. Fig. 3.11 – Isolado Ang6. 
Fig. 3.12 - Isolado Cam1. Fig. 3.13 – Isolado Eti17. 
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Fig. 3.14 – 3.16 – IID, dos 4 aos 31 dias após a inoculação, em hipocótilos da var. Caturra, inoculados 
com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. Fig. 3.14 – Isolado Mal2. 
Fig. 3.15 - Isolado Zim1. Fig. 3.16 – Isolado Rua1. 
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Fig. 3.17 – 3.19 – Índice de intensidade de doença, dos 4 aos 31 dias após a inoculação, em 
hipocótilos da var. Caturra, inoculados com isolados de C. kahawae crescidos a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 
25ºC, 30ºC. Fig. 3.17 – Isolado Que2. Fig. 3.18 – Isolado Que48. Fig. 3.19 – Isolado Que71. 
3.17 
3.19 
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Fig. 3.20 – IID, dos 4 aos 31 dias após a inoculação, em hipocótilos da var. Caturra, inoculados com o 
isolado Que72 de C. kahawae crescido a 10ºC, 15ºC, 20ºC, 25ºC e 30ºC. 
 
 
A partir dos resultados apresentados nos Quadros 3.10 e 3.11 e nas Figs. 3.11 a 3.20 
observou-se que:  
- O APS tiveram lugar, em média, cerca de 5 dias após a inoculação, nos hipocótilos 
inoculados com isolados crescidos a 10ºC (Quadro 3.10). 
- Nos hipocótilos inoculados com os isolados crescidos a 30ºC, o APS ocorreu mais 
tarde, em média cerca de 8 dias após a inoculação (Quadro 3.10). 
- Os maiores valores de IID foram obtidos quando os isolados cresceram a 10ºC, 15ºC 
e 25ºC. Nestes casos a maioria dos isolados provocou a morte a 90% dos hipocótilos (Quadro 
3.11 e Figs. 3.11 a 3.20). 
- Os menores valores de IID obtiveram-se com os isolados crescidos a 20ºC e 30ºC. A 
maioria dos isolados crescidos nestas temperaturas apenas provocou a morte a 50% dos 
hipocótilos testados (Quadro 3.11 e Figs. 3.11 a 3.20).  
- O isolado Cam1 foi o que mostrou um maior nível de agressividade em todas as 
temperaturas. Esta agressividade traduziu-se por um rápido APS e elevados valores de IID. 
Foi o único isolado a ter capacidade para provocar a morte a todos os hipocótilos testados 
quando crescido a 30ºC (Quadro 3.10 e 3.11, Fig. 3.12). 
- O isolado Mal2 revelou ser o isolado com menor nível de agressividade em todas as 
temperaturas. Esta baixa agressividade revelou um APS lento e baixos valores de IID. Apenas 
conseguiu provocar a morte a 50% dos hipocótilos testados quando crescido a 10ºC, 15ºC e 
25ºC e cerca de 30% quando crescido a 20ºC e 30ºC (Quadro 3.10 e 3.11, Fig. 3.14). 
3.20 
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- Através da análise do IID, não se conseguiu estabelecer um padrão de evolução da 
doença, igual para todos os isolados, em função das temperaturas estudadas. 
 
3.2.1.4. Tentativa de incremento da agressividade de isolados de C. kahawae após 
sucessivas re-inoculações no hospedeiro  
Os isolados Mal2 do Malawi, Rua1 do Ruanda e Zim1 do Zimbabué, efectuados no 
CIFC, respectivamente em 1988, 1989 e 1991, têm sido amplamente utilizados neste Centro 
para pesquisa de resistência a C. kahawae em Coffea spp. Estes isolados inicialmente 
apresentaram elevados níveis de agressividade mas, ao longo dos anos, e após crescimento 
continuado em GEM, têm vindo a perder esta característica. Para estudar o comportamento 
destes isolados, após consecutivas re-inoculações em frutos verdes destacados, efectuaram-se 
dois ensaios. Assim, os isolados Mal2, Rua1 e Zim1 foram inoculados e re-isolados 
consecutivamente cerca de 20 vezes no hospedeiro e posteriormente re-isolados. A sua 
agressividade foi comparada com a agressividade dos mesmos isolados mantidos e repicados 
unicamente em GEM, através da inoculação de frutos verdes destacados, hipocótilos da var. 
Caturra (susceptível) e hipocótilos de outros genótipos de cafeeiro, que já haviam mostrado 
diferentes níveis de resistência ao C. kahawae. Para facilitar a leitura do texto, os isolados 
inoculados e re-isolados consecutivamente em frutos verdes serão designados por “isolados 
repicados em frutos verdes” e os isolados mantidos e repicados em GEM serão designados 
por “isolados repicados em GEM”. 
 
3.2.1.4.1. Inoculação em frutos verdes destacados 
Em relação aos dois ensaios efectuados com frutos verdes destacados da var. Caturra, 
efectuou-se uma caracterização do APS (Quadro 3.12); IE (Quadro 3.12) e evolução do IID 
(ver 2.2.1.3) desde o aparecimento dos primeiros sintomas até ao oitavo dia após a inoculação 
(Fig. 3.21- 3.26). 
 
Quadro 3.12 – Dias após a inoculação em que se verificou APS e o IE para os isolados Mal2, Rua1e 
Zim1 repicados em frutos verdes e os mesmos isolados repicados em GEM.  
 1º Ensaio 2º Ensaio 
 APS IE APS IE 
Isolado Mal2 repicado em GEM 4  6 4 6 
Isolado Mal2 repicado em frutos verdes 3 5 3 4 
Isolado Rua1 repicado em GEM 3 6 3 4 
Isolado Rua1 repicado em frutos verdes 3 5 3 4 
Isolado Zim1 repicado em GEM 4 7 3 5 
Isolado Zim1 repicado em frutos verdes 4 6 3 3 
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Fig. 3.21 – 3.26 – IID, em frutos verdes destacados da var. Caturra, desde o aparecimento dos 
primeiros sintomas até 8 dias após a inoculação.  Fig. 3.21 – 3.22  – Isolado Mal2 repicado em GEM 
(vermelho) e isolado Mal2 repicado em frutos verdes (azul). Fig. 3.23 – Fig. 3.24 – Isolado Rua1 
repicado em GEM (vermelho) e isolado Rua1 repicado em frutos verdes (azul). Fig. 3.25 - 3.26 –
 Isolado Zim1 repicado em GEM (vermelho) e isolado Zim1 repicado em frutos verdes (azul). 
 
 
Foi possível verificar que o APS e IE surgiram primeiro nos frutos inoculados com o 
isolado Mal2 repicado em frutos verdes, comparativamente ao isolado Mal2 repicado em 
GEM. Relativamente aos isolados Rua1 e Zim1, repicados em frutos verdes e em GEM, as 
diferenças não foram tão evidentes (Quadro 3.12). Observou-se também que o 
desenvolvimento das lesões negras em depressão (típicas desta doença) foi mais rápido nos 
frutos verdes destacados inoculados com os isolados Mal2 e Zim1 repicados em frutos verdes 
do que nos frutos verdes destacados inoculados com os mesmos isolados repicados em GEM 
3.21 3.22 
3.23 3.24 
3.25 3.26 
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(Fig. 3.21 - 3.22 e 3.25 - 3.26). Em relação ao isolado Rua1 repicado em frutos verdes, e o 
mesmo isolado repicado em GEM, não se observaram diferenças entre os IID (Fig. 3.23 e 
3.24). 
 
3.2.1.4.2. Inoculação em hipocótilos 
Relativamente aos hipocótilos da var. Caturra (susceptível), inoculados com os 
isolados referidos anteriormente (ver 3.2.3), registou-se a evolução dos IID, obtidos desde o 
aparecimento dos primeiros hipocótilos mortos até 30 dias após a inoculação (Fig. 3.27 a 
3.29). 
Pelos resultados obtidos foi possível constatar que a agressividade do isolado Mal2 
aumentou significativamente após as 20 re-inoculações no hospedeiro (frutos verdes 
destacados) (Fig. 3.27 e I – Quadro I.III.1A e 1B). Por outro lado, para os isolados Rua1 e 
Zim1, embora se tenham obtido valores de IID mais elevados nos hipocótilos inoculados com 
os isolados repicados em frutos verdes (Fig. 3.28 e 3.29), estatisticamente não se observaram 
diferenças significativas entre ambos (Anexo I – Quadro I.III.2A e I.III.3A).  
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Fig. 3.27 – 3.29 – Evolução do IID até 30 dias após a inoculação, em hipocótilos da variedade 
Caturra (susceptível) inoculados com isolados de C. kahawae após 20 re-inoculações sucessivas no 
hospedeiro (vermelho) e com os mesmos isolados mantidos em GEM (azul). Fig. 3.27 – Isolado 
Mal2. Fig. 3.28 – Isolado Rua1. Fig. 3.29 – Isolado Zim1. 
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3.2.1.4.3. Inoculação de hipocótilos com diferentes níveis de resistência.  
Hipocótilos da variedade Caturra e hipocótilos de outros genótipos de cafeeiro (CIFC 
20108, CIFC 20110, CIFC 20111, CIFC 20112, CIFC 20114, CIFC 20116, CIFC 20128, 
CIFC 20134 e CIFC 20137), cujas inoculações prévias com os isolados Que2 e Cam1 
revelaram possuir diferentes níveis de resistência ao C. kahawae (Quadro 3.13), foram 
inoculados com os isolados Mal2 e Zim1 repicados em frutos verdes destacados e com os 
mesmos isolados repicados em GEM.  
Registou-se a evolução do IID desde o aparecimento dos primeiros hipocótilos mortos 
até 30 dias após a inoculação (Fig. 3.30 – 3.49), assim como a percentagem de hipocótilos 
mortos no final da experiência para cada um dos genótipos e isolados testados (Quadro 3.14).  
 
Quadro 3.13 – Percentagem de resistência obtida e Número de Hipocótilos Testados (NHT) com 
diferentes genótipos de cafeeiro inoculados com os isolados Que2 e Cam1 de C. kahawae. 
 Que2 Cam1 
CIFC nº NHT % resistência * NHT % resistência * 
20108 100 41 100 0,05 
20110 100 28,42 100 0 
20111 100 50,16 100 0 
20112 100 50,08 100 0 
20114 100 7,03 100 0 
20116 100 0,6 100 0 
20128 100 0,42 100 0 
20134 100 80,2 100 0,12 
20137 100 0,59 100 0 
20148** 100 0 100 0 
* % de hipocótilos com reacções 0, 1 e 2 ao fim de 30 dias de acordo com a escala de Van der Graaff, 1981. 
** Controlo susceptível - Caturra 
 
Os resultados do Quadro 3.13 revelam que o isolado Cam1 possuiu um maior nível de 
agressividade (provocou a morte a maior número de hipocótilos) comparativamente com o 
isolado Que2.  
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Fig. 3.30 – 3.35 – Evolução do IID, até aos 30 dias após a inoculação, em hipocótilos de genótipos de 
cafeeiro com diversos níveis de resistência. Fig. 3.30, 3.31 e 3.32 – Respectivamente genótipo 20108, 
20110 e 20111 inoculados com isolado Mal2 repicado em GEM (azul) e isolado Mal2 repicado em 
frutos verdes. Fig. 3.33, 3.34 e 3.35 – Respectivamente genótipo 20108, 20110 e 20111 inoculados com 
isolado Zim1 repicado em GEM (azul) e isolado Zim1 repicado em frutos verdes.  
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Fig. 3.36 – 3.41 – Evolução do IID, até aos 30 dias após a inoculação, em hipocótilos de genótipos de 
cafeeiro com diversos níveis de resistência. Fig. 3.36, 3.37  e 3.38 – Respectivamente genótipo 20112, 
20114 e 20116 inoculados com isolado Mal2 repicado em GEM (azul) e isolado Mal2 repicado em 
frutos verdes. Fig. 3.39, 3.40 e  3.41 – Respectivamente genótipo 20112, 20114 e 20116 inoculados 
com isolado Zim1 repicado em GEM (azul) e isolado Zim1 repicado em frutos verdes. 
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Fig. 3.42 – 3.47 – Evolução do IID, até aos 30 dias após a inoculação, em hipocótilos de genótipos de 
cafeeiro com diversos níveis de resistência. Fig. 3.42, 3.43 e 3.44 – Respectivamente genótipo 20128, 
20134 e 20137 inoculados com isolado Mal2 repicado em GEM (azul) e isolado Mal2 repicado em 
frutos verdes. Fig. 3.45, 3.46 e 3.47 – Respectivamente genótipo 20128, 20134 e 20137 inoculados 
com isolado Zim1 repicado em GEM (azul) e isolado Zim1 repicado em frutos verdes. 
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Fig. 3.48 – 3.49 – Evolução do IID, até aos 30 dias após a inoculação, em hipocótilos de genótipos 
20148 (controlo susceptível). Fig. 3.48 – Isolado Mal2 repicado em GEM (azul) e isolado Mal2 
repicado em frutos verdes. Fig. 3.49 – Isolados Zim1 repicado em GEM (azul) e isolado Zim1 
repicado em frutos verdes. 
 
 
Nos genótipos CIFC 20108, 20134 e 20137, os valores de IID obtidos ao longo do 
tempo, assim como a percentagem de hipocótilos mortos ao fim de 30 dias, revelam que estes 
genótipos apresentaram resistência aos isolados (Quadro 3.14 e Figs 3.30, 3.33, 3.43, 3.44, 
3.46 e 3.47). O genótipo 20134 foi o mais resistente, com um IID máximo de 0,5 quando 
inoculado com os isolados Mal2 e Zim1 repicados em frutos verdes (Quadro 3.14).  
Na maioria dos genótipos, os valores de IID obtidos com o isolado Zim1 repicado em 
frutos verdes destacados e com o isolado Zim1 repicado em GEM não se separaram 
significativamente entre si (Anexo I – Quadros I.IV 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18 A). Pelo 
contrário, os valores de IID obtidos com o isolado Mal2 repicado em frutos verdes separam-se 
quase sempre dos valores de IID causados pelo isolado Mal2 repicado em GEM (Anexo I –
 Quadros I.IV 1, 3,5,7,9,11,13,15 e 17 A). 
O isolado Mal2 repicado em GEM foi aquele que provocou menores valores de IID, 
assim como a menor percentagem de hipocótilos mortos nos vários genótipos testados. De 
facto, uma grande parte dos genótipos utilizados parece ser resistente a este isolado, 
apresentando menos de 50% de hipocótilos mortos no final a experiência (Quadro 3.14).  
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Quadro 3.14 – Percentagem de hipocótilos mortos 30 dias após inoculação para os vários genótipos e 
isolados testados. 
Genótipo 
Isolados 
Mal2 repicado 
em GEM 
Mal2 repicado em 
frutos verdes 
Zim1 repicado 
em GEM 
Zim1 repicado em 
frutos verdes 
20108 20 69 86 68 
20110 36 88 72 86 
20111 75 100 96 86 
20112 64 96 94 92 
20114 36 86 96 89 
20116 24 100 80 82 
20128 68 100 92 90 
20134 14 50 38 50 
20137 20 72 50 50 
Caturra 89 100 100 100 
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3.2.2. Caracterização isoenzimática 
Após extracção, concentração e doseamento das proteínas dos 12 isolados de C. 
kahawae e do isolado de C. gloeosporioides (ver ponto 3.2.1), procedeu-se ao estudo da 
actividade das enzimas EST, ACP, ALP, MDH, POD e SOD, recorrendo a técnicas de PAGE 
e IEF. As enzimas escolhidas desempenham papéis importantes no metabolismo celular basal 
sendo frequentemente utilizadas para estudos isoenzimáticos em diferentes microrganismos.  
 
3.2.2.1. Detecção de isoenzimas em gel 
 Para a separação electroforética das proteínas pelos seus pI (técnica de IEF) foi 
necessário optimizar a gama de pH do gel a utilizar para cada uma das enzimas estudadas. 
Assim, numa primeira fase, utilizaram-se anfólitos com uma gama extensa de pH e só depois 
se recorreu a anfólitos com uma gama de pH mais reduzida, de forma a obter uma boa 
resolução das enzimas no gel.  
 Em relação às enzimas POD e SOD, os resultados obtidos pela técnica PAGE 
mostraram bandas de fraca intensidade, desaparecendo ao fim de pouco tempo. Assim, a 
análise destas enzimas baseou-se exclusivamente nos resultados obtidos com a técnica de IEF. 
 Para cada isolado, e para cada enzima, a presença ou ausência de uma banda de 
actividade enzimática definiu um fenótipo electroforético. Os diferentes métodos de revelação 
das actividades enzimáticas utilizados permitiram detectar, pela técnica PAGE, um total de 37 
marcadores (bandas electroforéticas) e pela técnica de IEF 69 marcadores.  
 
3.2.2.1.1.Esterase  
Ao analisar os perfis isoenzimáticos obtidos para as diferentes amostras e técnicas 
utilizadas (Fig. 3.50-A e Fig. 3.51-A), verificamos que todos os isolados apresentaram uma 
intensa actividade esterásica, sendo possível observar diferenças no número e intensidade das 
bandas, massa molecular (PAGE) e pontos isoeléctricos (IEF).  
Nos perfis electroforéticos obtidos pela técnica de PAGE, as massas moleculares das 
isoformas variaram entre 14 e 132 kDa, existindo apenas uma banda comum a todos os 
isolados (com massa molecular de 89 kDa). O número de bandas detectadas variou entre 5-12, 
excepto no caso do isolado Cam1 de C. kahawae que apresentou apenas duas bandas de 
actividade esterásica. No isolado Chi1 de C. gloeosporioides, 6 das 10 bandas detectadas 
apresentaram polimorfismo em relação a C. kahawae.  
Nos perfis electroforéticos obtidos pela técnica de IEF, os pontos isoeléctricos (pI) das 
isoformas variaram entre 3,4 e 7,9, sendo dominantes as isoformas aniónicas (pI entre os 3,4 e 
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5,6). Ao contrário do que foi observado pela técnica de PAGE, não foi detectada nenhuma 
banda comum a todos os isolados. Em geral, o número de bandas detectadas variou entre 
10-15, excepto no caso do isolado Cam1 de C. kahawae que apresentou apenas cinco bandas. 
O estudo das isoformas das esterases (PAGE e IEF) permitiu verificar que o isolado Cam1 de 
C. kahawae apresenta um perfil isoenzimático completamente diferente de todos os outros 
isolados (incluindo o do isolado de C. gloeosporioides).  
A análise estatística (Fig. 3.53-A e 3.54-A) revelou um baixo coeficiente de 
similaridade entre as espécies de C. kahawae e C. gloeosporioides, embora o isolado Cam1 de 
C. kahawae não tenha sido incluído no grupo dos isolados da sua espécie. Dentro da espécie 
C. kahawae, a análise estatística mostrou ainda a existência de polimorfismo entre os 
isolados. 
 
3.2.2.1.2. Fosfatase ácida e fosfatase alcalina  
O estudo da actividade das enzimas ACP e ALP pela técnica PAGE revelou perfis 
isoenzimáticos com reduzido número de bandas e fraca intensidade (Fig. 3.50-B e 3.50-C). 
Apenas nos isolados Cam1, Eti17, Rua1 e Tan1 de C. kahawae, e no Chi1 de C. 
gloeosporioides, foi possível detectar isoformas da enzima ACP cujas massas moleculares 
variaram entre 79 e 104 kDa (Fig. 3.50-B). Resultados semelhantes foram obtidos com a 
enzima ALP, onde apenas os isolados Cam1, Rua1, Tan1 de C. kahawae e o isolado Chi1 de 
C. gloeosporioides apresentaram uma banda de actividade com massa molecular entre 93 e 
114 kDa (Fig. 3.50-C). 
Relativamente ao estudo das enzimas pela técnica de IEF, foram obtidos perfis 
isoenzimáticos com um maior número de bandas, tendo sido detectada intensa actividade em 
todos os isolados. Em relação aos perfis electroforéticos obtidos para a enzima ACP, os pI das 
isoformas variaram entre 3,7 e 5,4 (Fig. 3.51-B), existindo duas isoformas comuns a todos os 
isolados (pI 4,9 e 5,2). O número de bandas variou entre 4-6 nos isolados de C. kahawae, 
enquanto o isolado Chi1 de C. gloeosporioides apresentou apenas três bandas. No caso dos 
perfis electroforéticos obtidos para a enzima ALP, os pI das suas isoformas variaram entre 4,2 
e 5,4, tendo sido ainda detectada uma isoforma catiónica (pI 7), mas apenas nos isolados 
Cam1 de C. kahawae e no isolado Chi1 de C. gloeosporioides (Fig. 3.51-C). O número de 
bandas variou entre 2-6, com predominância de 4 bandas em 70% dos isolados, existindo uma 
única banda comum a todos. 
A análise estatística mostrou que os 9 marcadores obtidos para a ACP não foram 
eficientes na separação de espécies do género Colletotrichum, nem apresentaram 
polimorfismo entre os isolados de C. kahawae (Fig. 3.54-B). Pelo contrário, os 10 marcadores 
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obtidos para a ALP permitiram não só a separação das duas espécies do género 
Colletotrichum, como ainda separaram (em 4 grupos distintos) os isolados de C. kahawae. 
(Fig. 3.54-C). Dentro desta espécie, a análise revelou ainda um baixo coeficiente de 
similaridade entre os isolados Cam1 e Mal2, com os restantes isolados a formar mais dois 
grupos com polimorfismo.  
 
3.2.2.1.3. Desidrogenase do malato 
Os perfis isoenzimáticos obtidos utilizando a técnica de PAGE e de IEF podem ser 
visualizados nas Fig. 3.50-D e 3.52-A, respectivamente. Os isolados mostraram diferenças 
entre si em relação ao número de bandas, intensidade, massa molecular (PAGE) e pI (IEF). 
Nos perfis electroforéticos obtidos pela técnica de PAGE, as massas moleculares das 
isoformas variaram entre 20 e 109 kDa. O número de bandas detectadas variou entre 1-5, não 
existindo nenhuma banda comum a todos os isolados. No caso dos perfis electroforéticos 
obtidos pela técnica de IEF, os pI das isoformas variaram entre 4,7 e 8,6, sendo dominantes as 
isoformas catiónicas (pI entre os 7,1 a 8,6) (Fig. 3.52-A). O número de bandas variou entre 4-
12, não existindo nenhuma banda comum a todos os isolados. A análise estatística efectuada 
dos perfis electroforéticos (PAGE e IEF) da enzima MDH não permitiu separar as duas 
espécies do género Colletotrichum. (Fig. 3.53–B e 3.55). 
 
3.2.2.1.4. Peroxidase e dismutase do superóxido 
Os perfis isoenzimáticos obtidos pela técnica de IEF, para as enzimas POD e SOD, 
estão expressos na Fig. 3.51-B e Fig. 3.52-C, respectivamente. No caso dos perfis 
electroforéticos da enzima POD, os pI das isoformas variaram entre 3,8 e 9,5 (Fig. 3.51-B). 
No entanto, os isolados Tan1, Que70 e Que71 não apresentaram qualquer actividade para esta 
enzima. Os isolados Cam1 e Que72 de C. kahawae e o isolado Chi1 de C. gloeosporioides 
apresentaram uma intensa actividade para a POD, com o número de bandas a variar entre 1-5.  
Os perfis electroforéticos obtidos para a enzima SOD revelaram apenas 2 isoformas (pI 4,6 e 
pI 5,9), estando a banda com pI 5,9 presente em todos os isolados de Colletotrichum 
estudados (Fig. 3.52-C). Este facto fez com que os isolados sejam separados em dois grupos. 
Devido ao reduzido número de isoformas apresentado pelos perfis electroforéticos das 
enzimas POD e SOD, não foi possível efectuar a análise estatística para estas enzimas. 
Caracterização da variabilidade em Colletotrichum kahawae 81 
 
 
 
          1      2      3      4       5     6      13    Pd                  7     8      9     10    11   12    13   Pd           kDa 
                                                                 
 
 
 
 
90 
 
 
50.7 
 
 
35.5 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
  
   
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
    
Fig. 3.50 – Análise das isoenzimas da A - EST, B - ACP, C - ALP e D - MDH, em isolados de 
Colletotrichum, utilizando a técnica de PAGE. Extractos enzimáticos obtidos a partir de isolados de 
Colletotrichum crescidos em 50 mL de meio líquido durante 10 dias. Isolados de C. kahawae (1-12): 
1 - Ang6, 2 - Cam1, 3 - Eti17, 4 - Mal2, 5 - Rua1, 6 - Tan1, 7 - Zim1, 8 - Que2, 9 - Que48, 10 - 
Que70, 11 - Que71, 12 - Que72. Isolado de C. gloeosporioides: 13 - Chi1. Pd – Marcador de massas 
moleculares conhecidas em kDa, da BIO-RAD. Foram colocados 10 μg de proteína por poço.  
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Fig. 3.51 – Análise das isoenzimas da A - EST, B - ACP, C - ALP, em isolados de Colletotrichum, 
utilizando a técnica de IEF. Os extractos enzimáticos foram obtidos a partir de isolados de 
Colletotrichum crescidos em 50 mL de meio líquido durante 10 dias. Isolados de C. kahawae (1-12): 1 
- Ang6, 2 - Cam1, 3 - Eti17, 4 - Mal2, 5 - Rua1, 6 - Tan1, 7 - Zim1, 8 - Que2, 9 - Que48, 10 - Que70, 
11 - Que71, 12 - Que72. Isolado de C. gloeosporioides: 13 - Chi1, Pd – Padrão de IEF com pontos 
isoeléctricos conhecidos - pI 4,45-9,6 (BIO-RAD). pI - Ponto isoeléctrico. Foram colocados 10 μg de 
proteína por poço. (-) - Cátodo, (+) - Ânodo. 
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Fig. 3.52 – Análise das isoenzimas da A - MDH, B - POD e C - SOD, em isolados de Colletotrichum, 
utilizando a técnica de IEF. Os extractos enzimáticos foram obtidos a partir de isolados de 
Colletotrichum crescidos em 50 mL de meio líquido durante 10 dias. Isolados de C. kahawae (1-12): 
1 - Ang6, 2 - Cam1, 3 - Eti17, 4 - Mal 2, 5 - Rua1, 6 - Tan1, 7 - Zim1, 8 - Que2, 9 - Que48, 10 - 
Que70, 11 - Que71, 12 - Que72. Isolado de C. gloeosporioides: 13 - Chi1, Pd – Padrão de IEF com 
pontos isoeléctricos conhecidos - pI 4,45-9,6 (BIO-RAD). pI – Ponto isoeléctrico. Foram colocados 20 
μg de proteína por poço. (-) - Cátodo, (+) - Ânodo. 
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Fig. 3.53 – Dendogramas resultantes da análise de grupos das enzimas A - EST (r=0,97627), B - MDH 
(r=0,86632), obtidas por PAGE, para 12 isolados de C. kahawae (Ang6, Cam1, Eti17, Mal2, Rua1, 
Tan1, Zim1, Que2, Que48, Que70, Que71, Que72) e 1 de C. gloeosporioides (Chi1), construídos 
através do programa NTSYS-PC, utilizando a técnica UPGMA e o coeficiente de Jaccard. 
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Fosfatase ácida
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Fig. 3.54 – Dendogramas resultantes da análise de grupos das enzimas A - EST (r=0,92819), B - ACP 
(r=0,93544), C- ALP (r=0,94832), obtidas por IEF, para 12 isolados de C. kahawae (Ang6, Cam1, 
Eti17, Mal2, Rua1, Tan1, Zim1, Que2, Que48, Que70, Que71, Que72) e 1 de C. gloeosporioides 
(Chi1), construídos através do programa NTSYS-PC, utilizando a técnica UPGMA e o coeficiente de 
Jaccard. 
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Coeficiente de jaccard
0.36 0.52 0.68 0.84 1.00
          
 Ang6 
 Eti17 
 Que71 
 Mal 
 Zim1 
 Rua1 
 Que48 
 Que2 
 Que72 
 Que70 
 Cam1 
 Tan1 
 Chi1 
 
 
Fig. 3.55 – Dendograma resultante da análise de grupos da enzima MDH, obtida por IEF, para 12 
isolados de C. kahawae (Ang 6, Cam1, Eti17, Mal2, Rua1, Tan1, Zim1, Que2, Que48, Que70, Que71, 
Que72) e 1 de C. gloeosporioides (Chi1), construídos através do programa NTSYS-PC, utilizando a 
técnica UPGMA e o coeficiente de Jaccard (r=0,88330). 
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3.2.2.1.5. Análise estatística com todos os sistemas estudados 
A análise estatística de todos os sistemas enzimáticos obtidos pela técnica PAGE 
(EST, ACP, ALP e MDH) (Fig. 3.56) e pela técnica de IEF (EST, ACP, ALP, MDH, POD e 
SOD) (Fig. 3.57) permitiu separar o isolado de C. gloeosporioides dos restantes isolados de C. 
kahawae, com um coeficiente de similaridade de 0,11 (Fig. 3.56) e de 0,34 (Fig. 3.57), 
respectivamente. Relativamente aos isolados de C. kahawae, o isolado Cam1 separa-se 
claramente dos restantes por apresentar um coeficiente de similaridade muito baixo. Os 
restantes isolados de C. kahawae, embora formem dois grupos grandes, possuem um 
coeficiente de similaridade de 0,5, o que significa haver polimorfismos dentro destes grupos. 
 
Fig. 3.56 – Dendograma resultante da análise de grupos de quatro enzimas (EST, ACP, ALP, MDH), 
obtidas por PAGE, para 12 isolados de C. kahawae e 1 de C. gloeosporioides, construídos através do 
programa NTSYS-PC, utilizando a técnica UPGMA e o coeficiente de Jaccard (r=0,96797).  
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Fig. 3.57 – Dendograma resultante da análise de grupos de seis enzimas (EST, ACP, ALP, MDH, 
POD e SOD), obtidas por IEF, para 12 isolados de C. kahawae e 1 de C. gloeosporioides, construídos 
através do programa NTSYS-PC, utilizando a técnica UPGMA e o coeficiente de Jaccard (r=0,92866). 
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3.2.3. Caracterização molecular 
Para a caracterização molecular da diversidade genética existente entre os diferentes 
isolados (quer análise intraespecífica quer interespecífica), utilizaram-se os marcadores 
moleculares RAPD e ISSR, e PCR - RFLP de regiões ITS e IGS do rDNA de Colletotrichum.  
 
3.2.3.1. Análise por randomly amplified polymorphic DNA 
Numa primeira fase, foram avaliados 45 iniciadores OPA-1,2,4; 
OPC-3,4,7-9,14,16,18; OPD-1-12,15-20, OPF-1-3,5-20 (Operon Technologies), em 8 isolados 
de C. kahawae (Ang6, Eti17, Mal2, Tan1, Que2, Que48 e Zim1) e 1 isolado de C. 
gloeosporioides (Chi1). Destes, apenas 26 (OPA-2,4; OPC-7,8,16; OPD - 2,5,11,12,15,16,18-
20 e OPF- 1-3,5-9 e 12-15) originaram produtos de amplificação. As diferenças nos padrões 
de amplificação dos diferentes isolados foram avaliadas visualmente. A maioria dos padrões 
de amplificação apresentou um perfil simples, com poucas bandas (1 a 4 bandas). Os perfis 
mais complexos (5 a 6 bandas) foram obtidos com os iniciadores OPA-2, OPA-4 e OPD-11 
(Fig. 3.58 A e D).  
Os iniciadores RAPD originaram um total de 103 bandas. Destas, 91 são polimórficas 
em relação ao isolado de C. gloeosporioides, enquanto 4 bandas se revelaram polimórficas em 
relação aos isolados de C. kahawae. Os iniciadores OPC-8, OPF-2, OPF-8 e OPF-13 foram os 
únicos a apresentar bandas polimórficas para os isolados de C. kahawae (Fig. 3.58 E, G). 
Apesar do reduzido grau de polimorfismo, foi efectuada a análise estatística dos resultados 
(Programa NTSYSpc versão 2.02h, Applied Biostatistics Inc., EUA). Assim, com base nos 
padrões de amplificação, foi construída uma matriz binária total baseada na presença (valor 1) 
ou ausência de banda (valor 0). Para verificar o ajustamento do dendograma aos dados, 
construiu-se a matriz de valores cofenéticos, obtendo-se um coeficiente de correlação 
cofenético de 0.99993, o que sugere um bom ajustamento do dendograma aos dados. Foi 
ainda efectuada uma análise de bootstrap, utilizando-se o programa WinBoot, que permitiu 
avaliar a robustez dos grupos formados, por reconstrução dos dendogramas 500 vezes. Da 
análise do dendograma obtido (Fig. 3.59), podemos constatar que foi possível separar o 
isolado de C. gloeosporioides dos restantes isolados de C. kahawae, com um coeficiente de 
similaridade de 0,15 (ou 15%) e com uma robustez de 100% (em todas as repetições 
efectuadas o isolado Chi1 separou-se dos restantes). Relativamente aos isolados de C. 
kahawae, estes formam 2 grupos que têm uma semelhança de 0,95 (95%) entre si. Os grupos 
formados não são muito coesos uma vez que os valores de bootstrap obtidos são baixos (em 
algumas das repetições os grupos formados diferem dos apresentados no dendograma).  
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Fig. 3.58 – Perfis de amplificação de DNA dos 9 isolados de Colletotrichum, após separação por 
electroforese em gel de agarose 1%, utilizando os iniciadores RAPD: A – OPA-2 (esquerda) e OPA-4 
(direita); B – OPD-2; C – OPC-16; D – OPD-12 (esquerda) e OPD-11 (direita), E - OPF-2; F – OPF-6; 
G – OPF-7 (esquerda) e OPF-08 (direita). Isolados de C. kahawae: 1 - Eti17; 2 - Que2; 3 - Mal2; 
4 - Ang6; 5 - Tan1; 6 - Rua1; 7 - Que48; 8 - Zim1. Isolado de C. gloeosporioides: 9 - Chi1. A a 
D - pd-marcador de massa molecular em pb, 1 Kb DNA ladder. E a G – pd-marcador de massa molecular 
λ-PstI. Valores indicados no lado esquerdo em pb. 
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Coeficiente de Jaccard
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Fig. 3.59 – Dendograma resultante da análise de grupos dos perfis obtidos pela técnica RAPD (26 
combinações de iniciadores) para 8 isolados de C. kahawae (Ang6, Eti17, Mal2, Rua1, Tan1, Zim1, 
Que2 e Que48) e 1 de C. gloeosporioides (Chi1), construídos através do programa NTSYS-PC 
utilizando a técnica UPGMA e o coeficiente de similaridade de Jaccard. Em cada nó apresenta-se o 
valor de bootstrap obtido a partir da análise de 500 repetições (r = 0,99993). 
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3.2.3.2. Análise por inter simple sequence repeted 
Foram estudados, nos mesmos isolados referidos na análise por RAPD, quatro 
iniciadores compostos por sequências internas repetitivas (2 a 4 nucleótidos repetidos em 
cadeia). Verificou-se que, para as condições de reacção descritas (ver material e métodos), 
não se obteve amplificação em nenhum dos isolados estudados. 
 
3.2.3.3. Sequenciação e análise de fragmentos da região internal trancribed spacer e 
intergenic sequence do DNA ribossomal de C. kahawae 
Sabendo que o rDNA é muitas vezes utilizado para estimar a filogenia das espécies 
para muitos microrganismos (Hills & Dixon, 1991), analisaram-se as regiões ITS e IGS de 
forma a avaliar se estas poderiam ser utilizadas como marcadores moleculares na 
diferenciação de isolados de Colletotrichum. 
 
Amplificou-se, clonou-se e sequenciou-se com sucesso a região ITS total dos isolados 
Mal2 e Tan1 de C. kahawae, assim como um fragmento da região IGS1 dos isolados Tan1 e 
Zim1 também de C. kahawae. Após sequenciação, as sequências obtidas foram alinhadas com 
recurso ao programa ClustalX 1.81/83 (Thompson et al., 1997). Verificou-se uma homologia 
de 99,3% entre as sequências da região ITS total dos isolados Mal2 e Tan1, com apenas 5 
nucleótidos a diferirem entre elas (Quadro 3.15). Também o alinhamento das sequências IGS1 
dos isolados Zim1 e Tan1 revelou uma homologia de 99,8%, observando-se diferenças apenas 
num nucleótido (Quadro 3.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caracterização da variabilidade em Colletotrichum kahawae 93 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quadro 3.15 – Alinhamento das sequências ITS total dos isolados Tan1 e Mal2 de C. kahawae 
 
CLUSTAL X (1.81) MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT ITS total 
 
      ******************************************************************************** 
TAN1  GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTT 80 
MAL2  GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTT 80 
ruler 1.......10........20........30........40........50........60........70........80 
 
      ******************************************************************************** 
TAN1  TGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGCAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGTCGGC 160 
MAL2  TGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGCAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGTCGGC 160 
Ruler ........90.......100.......110.......120.......130.......140.......150.......160 
 
       ******************************************************************************* 
TAN1  -GCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACA 239 
MAL2  CGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACA 240 
ruler .......170.......180.......190.......200.......210.......220.......230.......240 
 
      ******************************************************************************** 
TAN1  ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA 319 
MAL2  ACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA 320 
ruler .......250.......260.......270.......280.......290.......300.......310.......320 
 
      ******************************************************************************** 
TAN1  TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC 399 
MAL2  TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC 400 
ruler .......330.......340.......350.......360.......370.......380.......390.......400 
 
      ******************************************************************************** 
TAN1  TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACGGCTGACGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTA 479 
MAL2  TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACGGCTGACGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTA 480 
ruler .......410.......420.......430.......440.......450.......460.......470.......480 
 
      ******************** ****************************************** *************** 
TAN1  ACTTTACGTCTCGCACTGGG-ATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAG-TTGACCTCGGATCAG- 556 
MAL2  ACTTTACGTCTCGCACTGGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGG 560 
ruler .......490.......500.......510.......520.......530.......540.......550.......560 
 
      **************** ***** 
TAN1  TAGGAATACCCGCTGA-CTTAAGCATATCAATA 588 
MAL2  TAGGAATACCCGCTGAACTTAA----------- 582 
ruler .......570.......580.......590 
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Quadro 3.16 – Alinhamento das sequências IGS1 dos isolados Tan1 e Zim1 de C. kahawae 
 
CLUSTAL X (1.81) MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT IGS1 
 
      *************** **************************************************************** 
Tan1  TGTTAACTGCGCAGATCGGACGGTGACGAAACGAGTCGATCGAGTGTGTGCCATGCCGGCATGGTGTCTCACGGCGAGCT 80 
Zim1  TGTTAACTGCGCAGAMCGGACGGTGACGAAACGAGTCGATCGAGTGTGTGCCATGCCGGCATGGTGTCTCACGGCGAGCT 80 
ruler 1.......10........20........30........40........50........60........70........80 
 
      ******************************************************************************** 
Tan1  GTCTGGCCACCCGCCGCATCCGTGGCCGGAGCGGACGGGTCCCGCCGGCTGCTACGCCCTGTGCACCATACGGGGAGCGA 160 
Zim1  GTCTGGCCACCCGCCGCATCCGTGGCCGGAGCGGACGGGTCCCGCCGGCTGCTACGCCCTGTGCACCATACGGGGAGCGA 160 
ruler ........90.......100.......110.......120.......130.......140.......150.......160 
 
      ******************************************************************************** 
Tan1  GCCCTGTTCTCAATGCCATTGTGTCGCTTGCTACTATTGTGTCTAAATGCCAAACTATGTACATGGCGCGCTAGTTCGGC 240 
Zim1  GCCCTGTTCTCAATGCCATTGTGTCGCTTGCTACTATTGTGTCTAAATGCCAAACTATGTACATGGCGCGCTAGTTCGGC 240 
ruler .......170.......180.......190.......200.......210.......220.......230.......240 
 
      ******************************************************************************** 
Tan1  GCCTCTATCGATGGTCCCTTCTCGTCCACCCTGACAATCAGATCGTGGTTCACGCGGAGGTTCTCCGCGGAGCTGAGCGC 320 
Zim1  GCCTCTATCGATGGTCCCTTCTCGTCCACCCTGACAATCAGATCGTGGTTCACGCGGAGGTTCTCCGCGGAGCTGAGCGC 320 
ruler .......250.......260.......270.......280.......290.......300.......310.......320 
 
      ****************************** ************************************************* 
Tan1  CTTGGTCACGGTCGTCTCGTGCCGTTCCTGCGTGATGCGGCGCAGCGCCGTGACAAGGAAGCCGGCGACGACGTCGACGG 400 
Zim1  CTTGGTCACGGTCGTCTCGTGCCGTTCCTGGGTGATGCGGCGCAGCGCCGTGACAAGGAAGCCGGCGACGACGTCGACGG 400 
ruler .......330.......340.......350.......360.......370.......380.......390.......400 
 
      ******************************************************************************** 
Tan1  ACCACTCGTCCGGGATGAGGGCCAGGACGTCTTCCACATCGAACCAGCCGCCGAAGCGCTCGAGCAGCGCGCCCGTCTGC 480 
Zim1  ACCACTCGTCCGGGATGAGGGCCAGGACGTCTTCCACATCGAACCAGCCGCCGAAGCGCTCGAGCAGCGCGCCCGTCTGC 480 
ruler .......410.......420.......430.......440.......450.......460.......470.......480 
 
      ******************************************************************************** 
Tan1  TCGATCTGGTCGCTGACGTCTTCAATGGCGAGGAACTCGCCCAGCACCGCGCGGAACAGCCGCGCCTGCATGTCGTGAGT 560 
Zim1  TCGATCTGGTCGCTGACGTCTTCAATGGCGAGGAACTCGCCCAGCACCGCGCGGAACAGCCGCGCCTGCATGTCGTGAGT 560 
ruler .......490.......500.......510.......520.......530.......540.......550.......560 
 
      ******************** 
Tan1  CGGCGTGCTCTCCCGTCTGCCGTCAGGACGCCTGTAAATGCT 602 
Zim1  CGGCGTGCTCTCCCGTCTGC 580 
ruler .......570.......580.......590.......600.. 
 
 
As sequências obtidas foram ainda comparadas com sequências disponíveis nas bases 
de dados do NCBI, utilizando-se o programa BlastN (disponível em 
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).  
As sequências da região ITS total revelaram homologias, na ordem dos 99%, com as 
mesmas regiões de isolados de C. gloeosporioides (acessos AJ301907, AJ301977, 
EU326191) e também de isolados de C. kahawae (acessos AM903329, AF534469, 
AM903331). Assim, comparou-se a sequência nucleotídica da região ITS total do rDNA dos 
isolados de C. kahawae (Tan1 e Mal2) em estudo com algumas das sequências da região ITS 
total de Colletotrichum disponíveis na base de dados do NCBI (ver 2.2.3.6.3.1).  
A análise das sequências (Fig. 3.60) mostra a grande proximidade genética entre os 
isolados de C. kahawae analisados, assim como a sua proximidade com alguns isolados de C. 
gloeosporioides. A distância máxima observada ocorreu entre os isolados com os acessos 
AJ536228, AF534468 e AY376540 e foi na ordem dos 1,8% o que mostra a grande 
proximidade existente entre todos os isolados estudados. Constatou-se ainda que as 
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sequências dos isolados em estudo, Mal2 e Tan1, para além de serem idênticas entre si, são 
idênticas aos isolados de C. kahawae provenientes de Angola (acessos AM903331 e 
AM903329) e a um isolado de C. gloeosporioides (acesso AJ301907 - isolado de Hypericum 
sp.). No caso deste último isolado, não se sabe onde foi recolhido nem se eventualmente 
poderia atacar os frutos verdes de cafeeiro. Por outro lado, dois isolados identificados como 
C. kahawae afastam-se ligeiramente (coeficiente de distância médio de 0,011 e com um 
bootstrap de 94,5%) do grupo em que se inserem todos os outros isolados. Verifica-se 
também a proximidade dos dois isolados de C. gloeosporioides (acessos EU326191 e 
AJ301977) (coeficiente de distância de 0,010) com um isolado de Colletotrichum (acesso 
EF432271), isolado da planta Alliaria petiolata cuja espécie ainda não foi definida.  
 
 
Fig. 3.60 – Dendograma resultante da análise da sequência nucleotídica da região ITS do rDNA para 
os diferentes isolados de Colletotrichum spp., obtido através de agrupamento por “UPGMA” a partir 
de matrizes de distância (Kimura-2P). Em cada nó apresenta-se o valor de bootstrap obtido a partir da 
análise de 1000 repetições. A escala indica uma divergência estimada na ordem dos 0,1%. 
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 Relativamente às sequências da região IGS1, não se encontraram homologias com 
isolados de Colletotrichum ou com outras espécies de fungos. Por outro lado, também não se 
encontrou na base de dados qualquer sequência referente a esta região em isolados do género 
Colletotrichum ou da respectiva família (Phyllachoraceae). As sequências encontradas, que 
mais se aproximam geneticamente do género Colletotrichum, pertencem a isolados do género 
Verticillium, uma vez que ambos os géneros pertencem à mesma ordem (Phyllachorales). 
Assim, os resultados não foram conclusivos, podendo a sequência obtida fazer (ou não), parte 
da região IGS1 dos isolados de Colletotrichum kahawae. 
 
3.2.3.4. Análise por restriction fragment length polymorphism da região internal 
trancribed spacer 
Utilizando-se o programa GCG (Wiscosin University) estudaram-se os mapas de 
restrição da sequência ITS total dos isolados Tan1 e Mal2. Devido à grande homologia 
existente entre as sequências, verificou-se desde logo que a maioria das enzimas de uso 
corrente apresentadas originava fragmentos do mesmo tamanho para ambos os isolados. 
Apesar da previsão de ausência de fragmentos RFLP com as enzimas de restrição de uso 
comum, e uma vez que a análise se iria estender a outros isolados, optou-se por se testar as 
enzimas de restrição disponíveis no laboratório, designadamente: BamHI (GGATCC), EcoRI 
(GAATTC), HaeIII (GGCC), HhaI (GCGC), HinDIII (AAGCTT), SalI (GTCGAC) e SmaI 
(CCCGGG). Logo após a análise das sequências, foram analisadas por RFLP as regiões ITS 
total e ITS1 (após várias tentativas, não foi possível amplificar a região ITS2) dos oito 
isolados de C. kahawae e do isolado de C.gloeosporioides. A amplificação por PCR da região 
ITS total, assim como da região ITS1, originou sempre uma única banda (Fig. 3.61). O 
fragmento amplificado da região ITS total apresentava cerca de 600 pb enquanto o da região 
ITS1 cerca de 300 pb. 
                                       
Fig. 3.61 – Gel de agarose 1% com os produtos de reacção correspondentes à amplificação das regiões 
ITS total e ITS1. Poço 2 - 10 – amplificação da região ITS total. Poço 11 - 18 – amplificação da região 
ITS1. Isolados de C. kahawae: 1 - Eti17, 2 - Que2, 3 - Mal2, 4 - Ang6, 5 - Tan1, 6 - Rua1, 7 - Que48, 
8 - Zim1 e isolado de C. gloeosporioides: 9 - Chi1. pd - marcador de massa molecular (λ-PstI); 
valores indicados no lado esquerdo em pb. 
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Na análise com as sete enzimas de restrição constatou-se: a ausência de locais de 
reconhecimento nas duas regiões ITS para EcoRI, HinDIII e SalI; a ausência de local de 
reconhecimento na região ITS1 para a BamHI; a existência de pelo menos um local de corte 
na região ITS total para HaeIII, SmaI, BamHI (Fig. 3.62); a digestão incompleta da região ITS 
total, para alguns isolados, com HhaI e a ocorrência de pelo menos um local de corte na 
região ITS1 para HaeIII, HhaI, SmaI (Fig. 3.63). 
 
 
 
Fig. 3.62 – Perfis de restrição da região ITS total, com diferentes enzimas, após separação por 
electroforese em gel de agarose 1%. A – Enzima BamHI. B - Poço 2 a 10 - digestão com HaeIII; poço 
11 a 19 - digestão com HhaI; poço 20 a 28 - digestão com SmaI. Isolados: 1 - Eti17, 2 - Que2, 3 - Mal2, 
4 - Ang6, 5 - Tan1, 6 - Rua1, 7 - Que48, 8 - Zim1, 9 -Chi1. pd - marcador de massa molecular (λ-PstI); 
valores indicados no lado esquerdo em pb. 
 
 
 
 
Fig. 3.63 – Perfis de restrição da região ITS1, com diferentes enzimas, após separação por 
electroforese em gel de agarose 1%. Poço 2 a 10 - digestão com HhaI; poço 11 a 19 - digestão com 
SmaI; poço 20 a 28 - digestão com HaeIII. Isolados: 1 - Eti17, 2 - Que2, 3 - Mal2, 4 - Ang6, 5 - Tan1, 
6 - Rua1, 7 - Que48 e 9 - Chi1. pd – marcador de massa molecular (λ-PstI); valores indicados no lado 
esquerdo em pb. 
 
 
Os perfis apresentados, para cada uma das enzimas que digeriram a região ITS total e 
a região ITS1, não revelaram a existência de polimorfismos entre os isolados estudados. 
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3.2.3.5. Análise por restriction fragment length polymorphism da região intergenic 
sequence 
A amplificação por PCR das regiões IGS total, IGS1 e IGS2 do rDNA, originou 
sempre um elevado número de bandas (Fig. 3.64 A e B). No caso específico da região IGS1, o 
estudo por RFLP foi efectuado sobre uma das bandas que foi cortada e purificada do gel 
(Fig. 3.64 C).  
Após várias tentativas, não foi possível amplificar as regiões IGS total e IGS2 para o 
isolado Mal2 e a região IGS total, IGS1 e IGS2 para o isolado Chi1 de C. gloeosporioides 
assim, não se analisaram os seus perfis de restrição. 
 
 
 
Fig. 3.64 – A – Gel de agarose 1% com os produtos de reacção correspondentes à amplificação das 
regiões IGS total e IGS2; poço 2 – 8 - amplificação da região IGS total; poço 9 – 14 - amplificação da 
região IGS2. B – Gel de agarose 1% com os produtos de reacção correspondentes à amplificação da 
região IGS1. C – Gel de agarose 1% com a banda excisada da região IGS1 Isolados: 1 - Eti17, 
2 - Que2, 4 - Ang6, 5 - Tan1, 6 - Rua1, 7 - Que48 e 8 - Zim1. pd - marcador de massa molecular 
(λ-PstI); valores indicados no lado esquerdo em pb. 
 
 
Na análise com as sete enzimas de restrição (BamHI, EcoRI, HaeIII, HhaI, HinDIII, 
SalI e SmaI) às regiões IGS total e IGS2 constatou-se: a ausência de locais de reconhecimento 
nas duas regiões para BamHI, EcoRI, HhaI, SalI e SmaI; a ausência de locais de 
reconhecimento na região IGS total para HinDIII; a ocorrência de pelo menos um local de 
corte na região IGS2 para HinDIII; a existência de mais do que um local de corte nas duas 
regiões para HaeIII (Fig. 3.65 A e B). 
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Fig. 3.65 – A – Perfis de restrição da região IGS total e IGS2, com diferentes enzimas, após separação 
por electroforese em gel de agarose 1%. Poço 2 a 10 - digestão da região IGS total com HhaIII; poço 
11 a 19 - digestão da região IGS total com HaeIII; poço 20 a 28 - digestão da região IGS2 com HhaI. 
B – Perfil de restrição da região IGS2 com HaeIII, após separação por electroforese em gel de agarose 
a 2%. Isolados de C. kahawae: 1 - Eti17, 2 - Que2, 4 - Ang6, 5 - Tan1, 6 - Rua1, 7 - Que48 e 8 - Zim1. 
pd - marcador de peso molecular (λ-PstI); pesos indicados no lado esquerdo em pb. 
 
Na análise com as enzimas de restrição BamHI, HaeIII e HinDIII à região IGS1 
verificou-se: a ausência de locais de reconhecimento para BamHI e HinDIII; a ocorrência de 
um ou mais locais de corte para HaeIII. 
 
Os perfis apresentados, para cada uma das enzimas que digeriram as regiões IGS total, 
IGS2 e IGS1, não revelaram a existência de polimorfismos entre os isolados estudados. 
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3.3. Discussão de resultados 
A análise do crescimento médio diário das colónias, para as temperaturas de 25ºC, 
30ºC e 35ºC, permitiu separar o isolado Chi1 de C. gloeosporioides de todos os isolados de 
C. kahawae. O isolado de C. gloeosporioides apresentou para estas temperaturas um 
crescimento mais rápido que os restantes. O mesmo foi também verificado por outros autores 
quando compararam os crescimentos de isolados de C. kahawae e de C. gloeosporioides 
(Waller et al., 1993; Várzea, 1995; Chen, 2002; Derso & Waller, 2003). Embora Waller et al. 
(1993) tenham definido a taxa de crescimento a 25ºC, como uma das características que 
permitia distinguir estas duas espécies, consideramos que a temperatura de 35ºC pode ser 
mais eficaz porque o isolado de C. gloeosporioides foi o único a crescer a esta temperatura. 
Resultados semelhantes foram obtidos por Chen (2002), no seu trabalho sobre a identificação 
taxonómica de isolados de Colletotrichum spp. provenientes de cafeeiros da China e a sua 
comparação com isolados de C. kahawae já identificados. Verificou-se ainda a existência de 
uma interacção significativa (F= 26,39***) entre os isolados de C. kahawae e as diferentes 
temperaturas estudadas, à semelhança do que já havia sido verificado para estes e outros 
isolados por Várzea (1995). 
A esporulação de fungos do género Colletotrichum é influenciada por factores como a 
temperatura, luminosidade, composição do meio de cultura, pH (Neto et al., 1994; Mello et 
al., 2004). Neste caso, estudou-se a influência da temperatura de crescimento na capacidade 
de esporulação dos isolados de C. kahawae e do isolado de C. gloeosporioides. A temperatura 
parece influenciar a capacidade de esporulação (número de esporos produzidos por unidade 
de área de colónia). O isolado Cam1 (C. kahawae) e o isolado Chi1 (C. gloeosporioides) 
foram os que apresentaram, no conjunto de todas as temperaturas estudadas, maior capacidade 
de esporulação. Eichler e Rodrigues Jr. (2004), num estudo semelhante, mas utilizando 
somente quatro isolados de C. kahawae e temperaturas diferentes das utilizadas neste 
trabalho, referem que a temperatura de 28ºC provoca a maior capacidade de esporulação. A 
temperatura foi também um factor que influenciou a capacidade de esporulação de isolados de 
C. acutatum provenientes de Hevea brasiliensis (Fernando et al., 2000). Neste caso, também 
não se estabeleceu uma temperatura óptima para a produção de esporos, existindo isolados 
com duas temperaturas óptimas e outros com uma (Fernando et al., 2000). Para cada isolado, 
a temperatura parece influenciar bastante a capacidade de esporulação, o que nos é mostrado 
pela interacção significativa (F= 12,71***) da temperatura x isolados. Em alguns casos, 
verifica-se a existência de um valor elevado para o desvio padrão, nomeadamente o isolado 
Eti17 a 25ºC, com uma capacidade de esporulação de 209±156 (x104 esporos/cm2 de colónia); 
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o que nos indica que para a quantificação deste parâmetro se deverá, no futuro, efectuar um 
maior número de repetições. 
Com os ensaios delineados para analisar a influência da temperatura de crescimento na 
agressividade dos isolados de C. kahawae, podemos dizer que a temperatura interagiu com a 
sua capacidade de infectar frutos verdes destacados e hipocótilos, confirmando as observações 
efectuadas por Várzea (comunicação pessoal). De modo geral, os isolados de C. kahawae que 
cresceram em GEM, a baixas temperaturas (i.é, a 10ºC e 15ºC), apresentaram sempre maior 
agressividade quando inoculados em frutos verdes destacados ou em hipocótilos da var. 
Caturra, comparativamente com os isolados crescidos a temperaturas superiores. Esta 
agressividade foi indicada por menores e maiores valores de APS e IID, respectivamente. Nas 
inoculações efectuadas em hipocótilos obtiveram-se também valores de IID elevados (com a 
maioria dos isolados a provocar a morte a 90% dos hipocótilos testados), quando os isolados 
foram crescidos a 25ºC. Estes resultados são bastante diferentes dos obtidos em frutos verdes 
destacados onde, para esta temperatura, os valores de IID foram dos mais baixos. Para se 
confirmar estes resultados seria necessário efectuarem-se mais inoculações, porém, devido à 
frutificação sazonal no CIFC e à existência de poucos hipocótilos tal não foi possível. 
Neste contexto, Eichler e Rodrigues Jr. (2004) analisando quatro isolados de C. 
kahawae (Mal2, Zim1, Cam1 e Que2), com temperaturas diferentes das utilizadas neste 
trabalho (17ºC, 22ºC, 25ºC e 28ºC), referem que a 17ºC o aparecimento de sintomas e de 
hipocótilos e frutos mortos ocorreu mais rapidamente que nas restantes temperaturas. Para 
estes autores, a incubação a 17ºC pode justificar a maior agressividade observada. 
Recomenda-se o crescimento dos isolados a temperaturas mais baixas, caso se proceda à sua 
utilização em testes de pesquisa de resistência ao CBD. 
Nos testes efectuados em frutos verdes destacados como em hipocótilos, o isolado 
Mal2, foi sempre o que apresentou valores de APS mais elevados e valores de IID mais 
baixos. Pelo contrário, o isolado Cam1, mostrou ser o mais agressivo, com um rápido APS e 
valores de IID elevados. Foi o único isolado a provocar a morte de todos os hipocótilos 
testados, para todas as temperaturas de incubação. Estes resultados estão de acordo com os 
obtidos por Várzea et al. (1999), indicando que o isolado Cam1 tinha apresentado elevada 
agressividade quando comparado com isolados de outras regiões. De facto, nos sistemas 
isoenzimáticos estudados, o isolado Cam1 distinguiu-se dos restantes isolados de C. kahawae, 
apresentando um coeficiente de semelhança muito baixo. A caracterização isoenzimática 
permitiu ainda separar o isolado Chi1, pertencente à espécie C. gloeosporioides, de todos os 
outros isolados de C. kahawae. De todas as enzimas estudadas, a ALP foi a que se revelou 
mais eficaz na separação das duas espécies de Colletotrichum tendo ainda permitido, dentro 
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da espécie C. kahawae, a separação do isolado Cam1 (um dos isolados mais agressivos) e do 
isolado Mal2 (que se revelou como um dos isolados menos agressivo) face aos restantes, 
sendo a que melhor se correlacionou com a agressividade dos isolados. Também Bridge et al. 
(2008), na análise por AFLP de isolados de C. kahawae de diferentes origens geográficas, 
observaram que os isolados dos Camarões, assim como um isolado proveniente do Malawi, 
apresentaram um perfil diferente dos restantes. 
Nos outros sistemas isoenzimáticos, embora os perfis electroforéticos das enzimas 
EST, ACP e MDH tenham mostrado a existência de polimorfismos entre os isolados 
estudados, não foi possível estabelecer nenhuma relação com a origem geográfica ou 
agressividade dos isolados. Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos isoenzimáticos 
efectuados em C. orbiculare (Rego et al., 1994), C. graminicola (Lima & Menezes, 2002), 
C. gloeosporioides (Lima Filho et al., 2003). Por outro lado, as enzimas POD e SOD 
revelaram-se pouco polimórficas, apresentando um reduzido número de isoformas por 
isolado. De forma semelhante, a enzima POD não mostrou polimorfismos para as espécies de 
Fusarium estudadas por Luo et al. (2007).  
Os isolados Mal2, Rua1 e Zim1, efectuados no CIFC, a partir de frutos infectados 
provenientes respectivamente do Malawi, Ruanda e Zimbabué, perderam gradualmente a sua 
agressividade ao longo dos anos. No CIFC, os isolados são periodicamente inoculados no 
hospedeiro para tentar evitar perda de agressividade. Contudo, essas inoculações não foram 
suficientes para manter a sua agressividade. Inicialmente, o isolado Mal2 mostrava-se 
bastante agressivo e com características distintas de outros isolados, nomeadamente produção 
de acérvulos e sedas em GEM (Rodrigues Jr. et al, 1991; Beynon et al., 1995).  
Tal como descrito por Agrios (2005), o decréscimo de agressividade, por parte de 
isolados que foram sucessivamente cultivados em meios sintéticos, pode ser recuperada após 
várias inoculações no hospedeiro. Após as passagens sucessivas dos isolados Mal2, Rua1 e 
Zim1 por frutos verdes (cerca de vinte vezes), verificou-se que o isolado Mal2 recuperou 
significativamente a agressividade, com um rápido desenvolvimento de sintomas e elevados 
valores de IID, enquanto nos outros dois isolados tal não se observou. Este facto foi bem 
evidente na sua inoculação em hipocótilos de cafeeiros com diferentes níveis de resistência. 
Contudo, o mesmo não aconteceu com o isolado Zim1, em que o decréscimo de agressividade 
parece ser irreversível. Nem todos os isolados possuem a mesma capacidade para recuperar a 
respectiva agressividade inicial (Agrios, 2005).  
Este tipo de ensaios revela a importância da quantificação e controlo da agressividade 
dos isolados de C. kahawae, utilizados sistematicamente nos testes de selecção para a 
pesquisa de resistência ao CBD, uma vez que facilmente se poderá considerar um genótipo de 
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cafeeiro resistente, quando na realidade foi o isolado a utilizar que perdeu parte da sua 
agressividade.  
Em relação à caracterização molecular, apesar de se ter verificado uma pequena 
variabilidade genética na população de C. kahawae em estudo, nomeadamente com a técnica 
de RAPD, não se conseguiu separar os isolados em grupos distintos. Unicamente com a 
técnica RAPD se separou claramente o isolado Chi1 de C. gloeosporoides dos isolados de 
C. kahawae.  
A análise dos perfis de amplificação obtidos com os iniciadores RAPD mostrou a 
existência de uma grande homogeneidade entre os isolados de C. kahawae em estudo, com 
um coeficiente de similaridade de 95%. De forma semelhante, também Sreenivasaprasad et 
al., (1993); Omondi et al. (1997); Manga (1999) e Derso &Waller (2003), utilizando 
diferentes iniciadores RAPD, observaram a grande proximidade entre isolados de 
C. kahawae. 
Os resultados obtidos, com base na análise da região ITS, vão ao encontro do já 
referido por Sreenivasaprasad et al. (1993, 1996), Abang et al. (2002) e Lubbe et al. (2004), 
onde se afirma que a espécie C. kahawae está geneticamente muito próxima da espécie C. 
gloeosporioides. Os perfis apresentados, para cada uma das enzimas que digeriram a região 
ITS total e a região ITS1, não revelaram a existência de polimorfismos entre os isolados. 
As sequências IGS são consideradas bons candidatos para a diferenciação de estirpes a 
um nível intraespecífico. Estas regiões evoluem mais rapidamente e espécies próximas podem 
mostrar considerável divergência, reflectindo variações existentes, tanto em tamanho, como 
na sequência (Hills & Dixon, 1991). No estudo efectuado com os isolados de C. kahawae, 
verificou-se uma grande homologia entre as sequências obtidas, assim como nos perfis 
apresentados, para cada uma das enzimas que digeriram as regiões IGS total, IGS2 e IGS1, 
não revelaram a existência de polimorfismos entre os isolados estudados. Pelo contrário, o 
estudo da região IGS foi utilizado com sucesso na diferenciação e caracterização de diferentes 
espécies de Fusarium (Konstantinova & Yli-Mattila, 2004; Llorens et al., 2006 a, b; Mishra et 
al., 2006), vários isolados de Gibberella (Hinojo et al., 2004) assim como em diferentes 
isolados de Metarhizium anisopliae (Pantou et al., 2003). 
Segundo Bridge et al. (2008), a pressão de selecção exercida sobre o C. kahawae tem 
sido limitada para que surjam novos traços genéticos neste agente patogénico. Assim, ocorreu 
a rápida disseminação de uma população clonal com evidências de que agora se está a 
desenvolver, dentro da população, variabilidade ao nível funcional. 
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4.1. Introdução 
As espécies do género Colletotrichum estão entre os fungos fitopatogénicos com 
maior capacidade na indução da antracnose, originando ainda prejuízos significativos num 
vasto leque de culturas importantes e plantas ornamentais, especialmente nas regiões 
temperadas e tropicais. Podem causar estragos na maioria dos órgãos da planta, incluindo 
raízes, caule, folhas, flores e frutos (Bailey & Jeger, 1992; Bailey et al., 1992). As primeiras 
fases do processo de infecção do fungo, na superfície da planta, são semelhantes em todas as 
espécies de Colletotrichum, os conídios aderem à cutícula do hospedeiro e germinam para 
produzir um tubo germinativo que se diferencia num apressório melanizado, penetrando 
directamente a cutícula (O’Connell et al., 1996; Perfect et al., 1999; Latunde-Dada, 2001). 
Pensa-se que os conídios recebem sinais químicos e físicos provenientes da superfície da 
planta para que ocorra a germinação e a consequente diferenciação em apressórios 
melanizados (Perfect et al., 1999). A maturação do apressório envolve grandes modificações 
bioquímicas e biofísicas, nomeadamente na parede celular e no citoesqueleto 
(Veneault-Fourrey et al., 2005). Ocorre a formação de um poro de penetração na base do 
apressório, a deposição de novas camadas na parede celular e a secreção de uma matriz 
extracelular. Subsequentemente, a melanina é depositada numa camada da parede celular, 
próxima do plasmalema (Bailey et al., 1992; Perfect et al., 1999; O’Connell et al., 2000). A 
melanina é responsável pela coloração escura dos apressórios, pode protegê-los contra 
radiações nocivas e tem um papel crucial no processo de infecção, uma vez que é essencial 
para o desenvolvimento de uma elevada pressão de turgescência no interior do apressório 
(Bailey et al., 1992; Deising et al., 2000; Chen et al., 2004; Veneault-Fourrey et al., 2005). O 
poro de penetração é uma zona não melanizada do apressório, cuja parede é dissolvida 
enzimaticamente antes da hifa de penetração penetrar na cutícula (Skipp et al., 1995). Em 
algumas espécies, como é o caso de C. lindemuthianum, o poro de penetração encontra-se 
rodeado por uma estrutura em forma de funil, elaborada a partir da camada interna da parede, 
chamada de cone apressorial (Skipp et al., 1995; Perfect et al., 1999). Pensa-se que esta 
estrutura poderá concentrar a pressão hidrostática no local de penetração (Mercer et al., 1971; 
Landes & Hoffman, 1979; Wolkow et al., 1983). O crescimento apical culmina com a 
emergência da hifa de infecção através do poro e a penetração da cutícula e parede da célula 
(Perfect et al., 1999). 
Os mecanismos propostos para a penetração da cutícula são essencialmente três: acção 
de forças mecânicas exercidas pelo apressório melanizado, secreção de enzimas degradativas 
da cutícula (nomeadamente a cutinase) ou por uma combinação de ambos os processos 
(Bailey et al., 1992; Mendgen et al., 1996; Dean, 1997; Veneault-Fourrey et al., 2005). 
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Alguns autores referem a força mecânica como o principal componente para a penetração da 
cutícula das plantas (Mercer et al., 1971; Wolkow et al., 1983; Chen et al., 2004).  
Os fungos do género Colletotrichum usam essencialmente duas estratégias para 
colonizar, com sucesso, os tecidos do hospedeiro, e evitar as respectivas respostas de defesa: 
colonização subcuticular intramural e colonização intracelular (Bailey et al., 1992; Skipp et 
al., 1995; Perfect et al., 1999; Latunde-Dada, 2001; Leandro et al., 2001; Mendgen & Hahn, 
2002). No caso da infecção subcuticular intramural, o fungo não penetra imediatamente na 
parede da célula da epiderme nem no lúmen da célula, mas desenvolve-se por debaixo da 
cutícula, entre o espaço periclinal e anticlinal das paredes das células epidérmicas. Esta fase é 
seguida por um rápido crescimento intra e intercelular do fungo e envolve a dissolução da 
parede celular e a morte das células, antes da sua colonização (Perfect et al., 1999; Wharton & 
Diéguez-Uribeondo, 2004). Espécies como C. circinans em cebola (Allium cepa) e C. capsici 
em algodoeiro (Gossypium hirsutum) e feijão-frade (Vigna unguiculata), que obtêm os 
nutrientes a partir de células mortas, são consideradas necrotróficas (Pring et al., 1995; 
Perfect et al., 1999; Latunde-Dada, 2001). Contudo, a maioria das espécies de Colletotrichum 
(onde se incluí o C. kahawae) apresenta uma colonização intracelular hemibiotrófica. Neste 
caso, uma fase inicial de crescimento biotrófico do fungo em células vivas do hospedeiro é 
seguida por um crescimento necrotrófico destrutivo, culminando com o aparecimento de 
sintomas da doença e a esporulação do fungo (Perfect et al., 1999; Latunde-Dada, 2001; 
Munch et al., 2008). As espécies hemibiotróficas intracelulares podem ainda ser subdivididas 
em dois grupos: aquelas em que a fase biotrófica se estende a várias células do hospedeiro e 
aquelas em que a fase biotrófica ocorre apenas dentro da célula epidérmica inicialmente 
infectada (Uronu, 1989; Perfect & Green, 2001; Latunde-Dada & Lucas, 2007). Nalgumas 
interacções, (como por exemplo C. lindemuthianum em feijoeiro, C. orbiculare em pepino e 
C. kahawae em cafeeiro) a penetração inicial das células da epiderme é imediatamente 
seguida pela formação de uma vesícula de infecção, a partir da qual crescem hifas primárias 
que vão colonizar outras células do hospedeiro (Bailey et al., 1996; Mould et al., 1991 b; 
O’Connell et al., 1985). Noutras espécies de Colletotrichum (como por exemplo, C. 
sublineolum em sorgo e C. acutatum em pinheiro-de-Montery), a distinção morfológica entre 
as vesículas de infecção e as hifas primárias não é tão evidente (Nair & Corbin, 1981; 
Wharton & Julian, 1996). Tal como noutras interacções com biotróficos obrigatórios, as 
células infectadas por Colletotrichum spp. mantêm a função da membrana e a sua 
ultraestrutura durante a fase biotrófica (Munch et al., 2008). Observa-se ainda que nas células 
epidérmicas o plasmalema invagina as vesículas e que o seu citoplasma não mostra 
anormalidades estruturais (O’Connell & Bailey, 1991; Perfect & Green, 2001). Em muitos 
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casos, tanto as vesículas de infecção como as hifas primárias encontram-se rodeadas por uma 
matriz que separa a parede do fungo do plasmalema da célula hospedeira. Esta matriz é 
extra-citoplasmática e conecta-se com o apoplasto da planta (Perfect et al., 1999; Mendgen & 
Hahn, 2002). No caso da interacção C. lindemuthianum – feijoeiro, por exemplo, esta matriz é 
composta por um fluido amorfo composto em parte por β-polissacarídeos e glicoproteínas 
(Perfect & Green, 2001; Mendgen & Hahn, 2002). Parece ter funções importantes no 
estabelecimento e manutenção da biotrofia, evitando ou suprimindo as defesas do hospedeiro 
(Perfect et al., 1999). A passagem para a necrotrofia é caracterizada por alterações 
fisiológicas e ultraestruturais da célula hospedeira atacada que podem envolver um simultâneo 
acréscimo em massa e decréscimo na densidade do citoplasma, a dilatação do retículo 
endoplasmático e das lamelas do cloroplasto e um aumento da fragilidade e permeabilidade da 
célula (Bailey et al., 1992; Skipp et al., 1995). Alterações como a perda de fluidez do 
citoplasma, ruptura do plasmalema e a desorganização citoplasmática são sinal da morte 
celular (Bailey et al., 1992). A fase necrotrófica destrutiva começa com o aparecimento de 
hifas secundárias finas que matam as células do hospedeiro e ramificam através dos tecidos 
tanto inter como intracelularmente (O’Connell et al., 1985; Wharton et al., 2001; Munch et 
al., 2008). Durante esta fase, as hifas secundárias causam uma extensa degradação das 
paredes das células através da secreção de um vasto leque de despolimerases. A extensa 
degradação dos polímeros estruturais da parede da célula da planta resulta na libertação de 
uma grande variedade de açúcares (oligo e monoméricos) que ficam disponíveis para o fungo 
(Munch et al., 2008). Existem ainda algumas espécies de Colletotrichum (principalmente C. 
gloeosporioides e C. acutatum) que podem ser endofíticos mutualistas ou quiescentes 
endofíticos resultando em necrotrofia após um período de latência. As espécies endofíticas, 
por vezes, penetram os órgãos dos hospedeiros directamente ou por aberturas estomáticas (e 
então ramificam para o mesófilo intercelularmente sem o desenvolvimento de sintomas). As 
espécies quiescentes têm uma fase prolongada de crescimento pré-penetrativo que se encontra 
associado ao estado fisiológico do órgão afectado (Latunde-Dada, 2001). 
Em relação ao C. kahawae, tal como já foi referido, este apresenta um modo de 
colonização intracelular hemibiotrófico. Os conídios germinam, diferenciam-se em 
apressórios melanizados e a penetração pode ocorrer em diferentes órgãos do cafeeiro 
(hipocótilos, folhas e frutos verdes), directamente através das células da epiderme (Garcia 
1999; Várzea et al., 2002 b; Chen, 2002; Silva et al., 2006). A susceptibilidade envolve a 
ramificação intra e intercelular da vesícula de infecção nas células do hospedeiro. Este 
período em que o fungo se alimenta de células vivas (biotrofia) pode durar entre 48 a 72 h 
após a inoculação, dependendo do maior ou menor grau de agressividade do isolado utilizado, 
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não sendo ainda visíveis sintomas macroscópicos (Várzea et al., 1999; Várzea et al., 2002 b; 
Silva et al., 2006). Estudos efectuados com recurso à microscopia electrónica de transmissão 
mostram que, numa fase inicial, as vesículas intracelulares e as hifas de infecção permanecem 
externas à membrana plasmática da planta, que se invagina em seu redor (Silva et al., 2006). 
A necrotrofia está associada a intensas alterações da parede celular e à morte da célula 
hospedeira (Garcia, 1999; Silva et al., 2006). Nalgumas células, o citoplasma apresenta-se 
bastante reduzido, sendo os fragmentos de membranas as únicas estruturas reconhecidas dos 
organitos pré-existentes. A fase biotrófica repete-se à medida que o fungo começa a 
colonização de novas células hospedeiras, sendo assim possível observar o crescimento das 
hifas simultaneamente em células vivas e mortas (Silva et al., 2006). Segundo os trabalhos 
efectuados por Chen (2002) e Chen et al. (2004), em que se estudaram diversas enzimas que 
degradam as paredes das células (poligalacturonase, polimetilgalacturonase, pectina-líase, 
pectato-líase e carboximetilcelulase), a pectato-líase estará envolvida na patogenicidade de 
C. kahawae.  
Na natureza, as plantas são em geral resistentes à maioria dos agentes patogénicos, 
sendo a capacidade de um agente patogénico para causar a doença uma excepção e não a 
regra (Staskawicz, 2001; Guerra-Guimarães, 2004). Muitas das defesas da planta são 
constitutivas ou pré-existentes, tais como as características estruturais (incluindo a parede 
celular, ceras, topografia da folha, existência de pêlos) que impedem a entrada dos 
microrganismos, a presença de determinado composto antimicrobiano ou, ainda a falta de 
determinado receptor, sinal ou nutriente necessário para o estabelecimento da patogenicidade 
(Ride, 1985; Meeley et al., 1992; Esele et al., 1993; Heath, 1997; Guerra-Guimarães, 2004; 
Veneault-Fourrey et al., 2005). As plantas têm capacidade para reconhecer os agentes 
patogénicos potencialmente invasores e, após o seu reconhecimento, desenvolverem uma 
série de mecanismos de transmissão de sinal que reprogramam todo o metabolismo celular, 
activando complexas respostas de defesa como seja a RH (definida como a morte rápida das 
células da planta no local de infecção e penetração do agente patogénico, associada a um 
crescimento limitado do parasita), a produção de espécies reactivas de oxigénio, alterações 
estruturais ao nível da parede celular, síntese e acumulação de fitoalexinas (compostos anti-
microbianos de baixo peso molecular), acumulação de proteínas relacionadas com a 
patogenicidade, mudanças no estado de fosforilação das proteínas e inibidores de enzimas 
(Goodman & Novacky, 1994; Van Loon, 1997; Staskawicz, 2001; Heath, 2000; 
Hammerschmidt, 2003; Torregrosa et al., 2004; Veneault-Fourrey et al., 2005). A activação 
dos mecanismos de defesa envolve a detecção (por parte da planta) de moléculas do agente 
patogénico designadas eliciadores. Estes componentes têm sido isolados dos fungos e da 
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parede celular da planta e no caso do Colletotrichum parecem ser glicoconjugados (Esquerré-
Tugayé et al., 1992). 
A RH, a rápida acumulação de compostos fenólicos (onde se incluem as fitoalexinas) 
nas células do hospedeiro, as modificações estruturais da parede celular (especialmente 
devido ao aumento dos níveis de glicoproteínas ricas em hidroxiprolina) e a formação de 
papillas (deposição de compostos entre o plasmalema e a parede das células do hospedeiro no 
local de infecção e penetração) têm sido associadas à resistência das plantas a Colletotrichum 
spp. (Esquerré-Tugayé et al., 1992; Skipp et al., 1995; Kim et al., 2004; Torregrosa et al., 
2004; Shimada et al., 2006).  
A RH é típica das interacções incompatíveis de C. lindemuthianum com Phaseolus 
vulgaris e Vigna unguiculata, C. trifolii com Medicago sativa e Medicago truncatula e 
algumas interacções envolvendo C. gloeosporioides e Stylosanthes spp. (O’Connell & Bailey, 
1986; Bailey et al., 1990; Mould et al., 1991 b; Torregrosa et al., 2004). No patossistema da 
antracnose do feijoeiro, a RH não ocorre nas reacções compatíveis, evidenciando assim a 
elevada correlação entre a RH e a especificidade raça-cultivar. Também nesta interacção, é 
referida a acumulação de glicoproteínas ricas em hidroxiprolina nas paredes das células onde 
ocorre a RH (Esquerré-Tugayé et al., 1992).  
No sistema M. truncatula e C. trifolii, na reacção de incompatibilidade, um dos 
primeiros compostos fenólicos a ser acumulado é a fitoalexina medicarpina, que é sintetizada 
através da mobilização de diversas enzimas da via fenilpropanóide. Vários genes desta via são 
induzidos nas variedades resistentes, antes de estas atingirem o nível máximo de 
autofluorescência (indicador da acumulação de compostos fenólicos) (Torregrosa et al., 
2004). Também a resistência do Sorghum bicolor (sorgo) ao C. sublineolum está relacionada 
com a produção de altas concentrações de fitoalexinas, assim como à acumulação genotípica-
específica de fitoalexinas mais tóxicas (Hammerschmidt, 2003; Lo et al., 1999). 
Na interacção C. graminicola e Zea mays (milho), uma das primeiras respostas 
visíveis é a formação de papillas nas células da epiderme em locais onde houve a tentativa de 
penetração (por baixo do apressório) (Bergstrom & Nicholson, 1999; Mims & Vaillancourt, 
2002; Shimada et al., 2006). As papillas são produzidas em células vivas, tanto em 
hospedeiros resistentes como susceptíveis, podendo ser compostas por lenhina, calose, 
glicoproteínas ricas em hidroxiprolina e fenóis (Shimada et al., 2006).  
Nos cafeeiros Arábica, de acordo com Gichuru (1997), os mecanismos de resistência a 
C. kahawae são constitutivos e induzidos e operam em diferentes fases da interacção. A 
cutícula dos frutos do cafeeiro pode actuar como uma barreira física à penetração dos agentes 
patogénicos. As experiências efectuadas por Nutman & Roberts (1960 a) revelaram que a 
112 Capítulo 4  
 
 
remoção da epiderme dos frutos verdes de cafeeiro, em comparação com os frutos não 
feridos, transforma variedades resistentes como a Blue Mountain e Kent tão susceptíveis 
quanto a variedade Harar. As feridas permitem o alcance directo dos nutrientes pela hifa de 
infecção e o acesso directo do fungo aos tecidos internos. Outros trabalhos efectuados 
revelaram que a extracção de ceras da cutícula de frutos verdes de certas variedades de 
cafeeiro resistentes (por exemplo Blue Moutain, Rume Sudan), origina compostos que inibem 
a germinação dos conídios e podem contribuir para os elevados níveis de resistência em 
campo destas variedades (Steiner, 1972; Lampard & Carter, 1973). Também Masaba e 
Helderman (1985) descobriram que, em hipocótilos de Rume Sudan e SL28, dois dias após a 
inoculação, foram produzidos compostos que inibem a germinação dos conídios e o 
crescimento micelial de C. kahawae. Mais recentemente, Chen et al. (2006) mostraram que o 
tratamento dos frutos verdes do cafeeiro com epicatequina (presença abundante no pericarpo 
dos frutos verdes do cafeeiro) ou catequina inibe a melanização dos apressórios de C. 
kahawae e de C. gloeosporioides reduzindo significativamente a percentagem de infecção.  
De acordo com Masaba e Van der Vossen (1982), a resistência ao CBD, em frutos 
ligados à planta e hipocótilos de cafeeiros Arábica, estaria associada à formação de barreiras 
de suberina, abaixo do local de infecção, constituindo estas uma barreira mecânica que 
impedia o desenvolvimento do fungo nos tecidos do hospedeiro. Estas formações 
correspondem macroscopicamente à lesão scab característica da resistência (Gichuru, 1997). 
Estas barreiras não existiam ou estavam pouco desenvolvidas nas variedades susceptíveis. 
Verificou-se também que os frutos verdes destacados de variedades resistentes não têm 
capacidade para desenvolver camadas de células suberificadas abaixo do local de infecção. 
Aparentemente, este tipo de mecanismo parece depender da actividade metabólica do tecido 
da planta, uma vez que os frutos verdes destacados perdem rapidamente a capacidade de 
responder à infecção causada pelo fungo (Masaba & Van der Vossen, 1982; Masaba &Waller, 
1992). A formação desta barreira depende da temperatura (Masaba, 1982). A maior diferença 
na formação deste tipo de barreira, em variedades resistentes e susceptíveis verificou-se entre 
os 19ºC e 22ºC. Por outro lado temperaturas abaixo de 16ºC e acima de 28ºC reduzem a 
formação de barreiras. Este tipo de mecanismo de resistência é considerado estável e referido 
como não específico (Masaba & Van der Vossen, 1982). 
Estudos histológicos efectuados em derivados do HDT, com resistência ao isolado do 
Malawi (Mal2), comparativamente com a variedade susceptível Caturra não revelaram 
diferenças na germinação e diferenciação de apressórios melanizados. Contudo, verificou-se 
que, nos genótipos resistentes, o crescimento do fungo no interior do tecido do hospedeiro foi 
significativamente inferior ao observado nos genótipos susceptíveis, a partir das 41 h após a 
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inoculação (Silva et al., 1999 b; Várzea et al., 2002 b; Silva et al., 2006). Nos genótipos 
resistentes, as hifas encontraram-se confinadas às células da epiderme ou às primeiras 
camadas de células do córtex. Nestes locais de infecção observaram-se as seguintes reacções 
de incompatibilidade: i) reacção de hipersensibilidade, ii) modificações nas paredes celulares 
(espessamento e autofluorescência) e iii) rápida acumulação de compostos fenólicos (Várzea 
et al., 2002 b; Silva et al., 2006). A nível ultraestrutural observou-se o espessamento das 
paredes das células das plantas invadidas pelo fungo assim como a desorganização do 
conteúdo citoplasmático das células da planta e das hifas (Várzea et al., 2002 b). Os mesmos 
padrões de resposta foram observados em hipocótilos resistentes de C. racemosa. Noutros 
genótipos resistentes derivados do HDT, foi detectada a rápida acumulação de calose em 
torno das hifas intracelulares das células da epiderme e também de células do córtex (Silva et 
al., 2006). 
 
No âmbito do trabalho apresentado neste capítulo pretendeu-se efectuar uma selecção 
de genótipos de cafeeiro, que apresentassem elevados níveis de resistência a diferentes 
isolados de C. kahawae, para se proceder à posterior caracterização da expressão de 
resistência a nível histológico, ultraestrutural e citoquímico. Como termo comparativo 
usaram-se genótipos susceptíveis. 
Foi efectuada a avaliação do crescimento do fungo, e das respostas por este induzidas 
no hospedeiro, tendo-se também identificado a natureza de alguns compostos envolvidos na 
interface planta-fungo. Estes estudos contribuíram para aprofundar o conhecimento sobre a 
diferenciação das expressões de resistência e de susceptibilidade do cafeeiro a C. kahawae. 
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4.2. Resultados 
4.2.1. Testagem de cafeeiros para pesquisa de resistência 
A pesquisa da resistência foi realizada através da inoculação de vários genótipos de 
cafeeiro com diferentes isolados de C. kahawae. Assim, hipocótilos de cafeeiros de C. 
arabica, C. racemosa e de híbridos interespecíficos tetraplóides foram inoculados com os 
isolados Que2, Zim1, Zim9 e Cam1.  
Os resultados das testagens efectuadas encontram-se nos Quadro 4.1 e 4.2, onde está 
expresso o NHT, por cada isolado de C. kahawae, em cada genótipo de cafeeiro e a 
percentagem de hipocótilos resistentes (percentagem de hipocótilos com a reacção 0, 1 e 2, 
segundo a escala de Van der Graff, previamente descrita no Capítulo 2 - 2.2.1.3). 
Verificou-se a existência de genótipos resistentes em alguns híbridos interespecíficos 
tetraplóides derivados do HDT, enquanto noutros híbridos e em diferentes variedades de C. 
arabica, e em C. racemosa, a resistência apresentada foi muito baixa ou até mesmo nula. 
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Quadro 4.1 – Caracterização da resistência em hipocótilos de cafeeiros derivados do HDT, em relação 
aos isolados Que2, Zim1, Zim9 e Cam1. NHT e percentagem de hipocótilos com resistência. 
 Que2 Zim1 Zim9 Cam1 
CIFC nº NHT % resistência NHT
% 
resistência NHT 
% 
resistência NHT 
% 
resistência
19204 100 60 100 42 100 40 100 0 
19206 100 75 100 80 100 20 100 3 
19207 100 46 100 0 100 50 100 0 
19208 100 57 100 50 100 47 100 30 
19209 100 87 100 90 100 70 100 9 
19210 100 43 100 80 100 10 100 0 
19214 100 73 100 80 100 57 100 3 
19215 100 90 100 98 100 92 100 13 
19216 100 50 100 73 100 30 100 0 
19217 100 45 100 55 100 22 100 0 
19218 100 30 100 7 100 19 100 0 
19219 100 45 100 90 100 40 100 0 
19220 83 0 83 0 83 0 83 0 
19222 100 1 100 0 100 0 100 0 
19224 100 2 100 0 100 10 100 0 
19225 100 0 100 0 100 0 100 0 
19226 100 4 100 0 100 0 100 0 
19227 100 45 100 76 100 67 100 0 
19229 90 46 90 7 90 2 90 0 
19231 100 100 100 93 100 93 100 20 
19232 100 45 100 41 100 3 100 0 
19233 100 35 100 6 100 13 100 0 
19234 100 30 100 0 100 20 100 0 
19235 100 50 100 11 100 21 100 0 
19236 100 78 100 54 100 48 100 0 
19238* 100 0 100 0 100 0 100 0 
19293* 90 0 90 0 90 0 90 0 
19317 100 96 100 95 100 89 100 15 
* =  var. Caturra, controlo susceptível 
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Quadro 4.2 – Caracterização  da resistência em hipocótilos de diferentes cafeeiros em relação aos 
isolados Que2, Zim1 e Cam1. NHT e percentagem de hipocótilos com resistência. 
  Que2 Zim1 Cam1 
CIFC nº Designação NHT % resistência NHT
% 
resistência NHT 
% 
resistência
19/1 C. arabica var. Caturra 80 0 110 0 - - 
32/1  C. arabica DK 1/6 200 12 50 0 34 0 
33/1  C. arabica S.288-23 12 58 74 31 47 0 
8223/61 C. arabica var. Catuaí vermelho - - 75 0 50 0 
8223/61-270 C. arabica var. Catuaí vermelho 94 0 50 0 80 0 
13479/2 C.arabica var. Typica 170 1 - - 150 0 
H245/34 
C. arabica DK 1/6 x C. 
arabica var. Dilla & 
Alghe 
14 0 - - 25 0 
H436/1 C. arabica S.12 Kaffa x Híbrido Kawisan 42 0 92 2 50 0 
H242/45 
 
C. arabica Matari x C. 
arabica KP 423 
71 6 - - 71 1 
13969/8  C. racemosa 50 2 - - 50 14 
13483/2  Sarchimor 40 0 25 0 105 0 
13682/12  Sarchimor 108 0 - - 108 0 
 
 
Por apresentarem as maiores percentagens de resistência, para todos os isolados 
testados, os genótipos CIFC 19215, 19231 e 19317 (derivados do HDT), foram seleccionados 
para se prosseguir com os estudos histológicos. De referir que, todos eles mostraram alguma 
resistência ao isolado Cam1, que é um dos isolados mais agressivos existentes na colecção do 
CIFC. 
 
Caracterização da expressão da resistência em Coffea spp. ao C. kahawae 117 
 
 
 
4.2.2. Estudos ao microscópio óptico 
4.2.2.1. Interacção entre derivados do Híbrido de Timor e Colletotrichum kahawae 
Hipocótilos de cafeeiros derivados do HDT, CIFC 19215, 19231 e 19317, foram 
inoculados com o isolado Que2, para se proceder à caracterização citológica da expressão de 
resistência. Comparativamente utilizou-se o genótipo susceptível CIFC 19293 da var. Caturra. 
 
4.2.2.1.1. Tipo de reacção  
Verificou-se que os hipocótilos derivados do HDT (CIFC 19215, 19231, 19317) 
apresentaram lesões tipo scab, enquanto os hipocótilos da var. Caturra (CIFC 19293) 
apresentaram lesões negras em depressão seguida de esporulação. O inicio dos sintomas 
ocorreu cerca de 4 dias após a inoculação. 
 
4.2.2.1.2. Processo de colonização do fungo no hospedeiro e respostas das plantas 
Cerca das 24 h após a inoculação verificou-se que a germinação dos conídios e a 
formação de apressórios melanizados foi superior a 70%, nos diferentes genótipos de cafeeiro, 
tendo-se por isso procedido apenas à avaliação das fases de pós-penetração do fungo, assim 
como às respostas histológicas induzidas no hospedeiro (Quadros 4.3 e 4.4). 
 
Observou-se que, quer nos hipocótilos resistentes quer nos hipocótilos susceptíveis, a 
penetração do fungo nos tecidos do hospedeiro ocorreu a partir de apressórios melanizados, 
directamente através da parede celular da epiderme. A hifa de infecção sofreu um 
estreitamento ao atravessar as paredes das células da epiderme, entrou depois no interior do 
lúmen da célula, intumescendo e formando uma vesícula de infecção (Fig. 4.1.). A partir da 
ramificação da vesícula de infecção surgiram hifas que cresceram intra e intercelularmente 
(Fig. 4.2). 
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Fig. 4.1 e 4.2 – Fase inicial de penetração de C. kahawae em hipocótilos resistentes e susceptíveis 
de Coffea spp. Coloração com azul de algodão em lactofenol. Fig. 4.1 – Genótipo resistente CIFC 
19215, 36 h após a inoculação. Secção transversal de um hipocótilo mostrando uma zona de 
infecção com um apressório melanizado (A) e uma vesícula de infecção (v). Barra = 17 µm. Fig. 
4.2 – Genótipo susceptível CIFC 19293, 60 h após a inoculação. Secção transversal de um 
hipocótilo mostrando uma zona de infecção com um apressório melanizado (A) e hifa intra e 
intercelular em células vivas (seta). Barra = 12 µm. 
 
 
A resistência caracterizou-se por um crescimento restrito do fungo (epiderme e 
primeiras camadas de células do córtex) (Figs. 4.1, 4.3.A e 4.4.A). Pelo contrário, a 
susceptibilidade envolveu um grande crescimento intra e intracelular das hifas de infecção nos 
tecidos vivos do hospedeiro. Após este período de biotrofia (que durou cerca de 72 h) 
começou o crescimento necrotrófico do fungo, onde este se desenvolveu em células mortas da 
planta. À medida que o fungo avançou na colonização do tecido hospedeiro, a fase biotrófica 
repetiu-se observando-se, simultaneamente, o desenvolvimento do fungo em células vivas e 
em células mortas do hospedeiro (Fig.4.5.A). Durante esta fase de necrotrofia, a intensa 
colonização do fungo em células mortas impediu a quantificação do comprimento das 
hifas/zona de infecção por isso, esta medição só foi efectuada entre as 24 h e as 72 h após a 
inoculação (Quadro 4.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1 4.2 
A 
A v 
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Quadro 4.3 – Valores médios do comprimento das hifas do isolado do Quénia (Que2) de C. kahawae 
no interior dos hipocótilos de diferentes genótipos de cafeeiro, em diferentes tempos após a 
inoculação. 
Horas após a 
inoculação 
Comprimento das hifas (μm)/ zona de infecção em hipocótilos de 
cafeeiro (x± DP)  
CIFC 
19215 (R) 
CIFC 
19231 (R) 
CIFC 
19317 (R) 
CIFC 
19293 (S) 
24  15,7±1,3 - - - 
36  17,4±4,1 a 22,4±3,7 a 18,4±1,5 a 40,3±13,8 b 
48  26,6±4,7 a 35,3±12,1 b 21,2±1 a 41,7±7,12 b 
60  26,6±4,7 a 51,5±8,4 b 24,8±2,5 a 70,2±15,9 c 
72  52,1±12,8 b 80,1±10,5 c 30,1±9,3 a 96,7±12,5 d 
(-) - não se encontraram infecções. R = genótipo resistente, S = genótipo susceptível.( x± DP) média ± 
desvio padrão. Em cada linha, os valores médios seguidos pela mesma letra não se diferenciam 
significativamente, de acordo com o teste da mínima diferença significativa de Fisher (p≤0,005). 
 
Assim, verificou-se que às 24 h após a inoculação, as hifas de infecção, foram 
encontradas ocasionalmente para os genótipos resistentes CIFC 19231, CIFC 19317 e para o 
genótipo susceptível CIFC 19293 pelo que não foi possível efectuar a respectiva análise 
estatística. Para todos os genótipos resistentes o crescimento do fungo foi significativamente 
inferior ao observado no genótipo susceptível, a partir das 36 h após a inoculação. O genótipo 
resistente CIFC 19317 apresentou um comprimento das hifas significativamente inferior aos 
dos genótipos resistentes CIFC 19231 e CIFC 19215 respectivamente a partir das 48 h e 72 h 
após a inoculação. No genótipo CIFC 19317 o crescimento do fungo restringiu-se com maior 
frequência às células da epiderme enquanto os restantes o mesmo sucedeu ao nível da 1ª e 2ª 
camada de células do córtex. 
A análise das respostas dos genótipos de cafeeiro à presença do fungo, entre as 24 h e 
72 h após a inoculação (Quadro 4.4), mostrou que no genótipo resistente CIFC 19317 o 
crescimento restrito do fungo (Fig. 4.3.A) esteve associado à autofluorescência da parede 
celular e à morte rápida das células das plantas (indicada pela autofluorescência ou 
acastanhamento do conteúdo citoplasmático) (Fig. 4.3.B); nos genótipos resistentes CIFC 
19215 e CIFC 19321, para além das modificações na parede celular e morte rápida das 
células, observou-se a acumulação de calose em torno de algumas hifas intracelulares (Fig. 
4.4.B) e no genótipo susceptível CIFC 19293, nos primeiros dias após a infecção não foram 
observadas quaisquer respostas da planta. Contudo, 5 a 6 dias após a inoculação (durante o 
crescimento necrotrófico do fungo), foi detectada calose em volta de algumas hifas 
intracelulares (Fig. 4.5.B). 
Apesar dos genótipos resistentes apresentarem o mesmo tipo de reacção (lesão scab), a 
análise microscópica permitiu diferencia-los, quer ao nível do crescimento do fungo, quer de 
algumas respostas por este induzidas na planta. 
  
 
 
 
 
 
 
Quadro 4.4 – Respostas celulares induzidas pelo isolado Que2 de C. kahawae em diferentes genótipos de cafeeiros das 24 h às 72 h após a inoculação 
Testes citológicos Alterações celulares detectadas Composto detectado 
Genótipos de cafeeiros 
CIFC 19215 
(R) 
CIFC 19231 
(R) 
CIFC 19317 
(R) 
CIFC 19293 
(S) 
Epifluorescência (luz 
UV e luz azul) 
AF e espessamento das paredes 
celulares 
Compostos do tipo 
fenólicos + + + - 
AF e / ou acastanhamento do 
conteúdo citoplasmático (indicador 
de morte celular) 
Compostos do tipo 
fenólicos + + + - 
Azul de anilina 
(luz UV) 
Fluorescência amarelo brilhante em 
redor das hifas intracelulares Calose + + - - 
Presença (+) ou ausência (-) de modificações celulares. AF - autofluorescência 
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Fig. 4.3 - 4.5 – Fases de pós-penetração do isolado Que2 de C. kahawae em hipocótilos de cafeeiros 
resistentes e susceptíveis e respostas induzidas pelo fungo. Fig. 4.3 – Genótipo resistente CIFC 
19317. Fig. 4.3.A - Secção transversal de hipocótilo corada com azul de toluidina. Zona de infecção 
com apressório melanizado (A) e uma hifa intracelular confinada às células da epiderme (seta), 7 dias 
após a inoculação. Barra = 12 µm. Fig. 4.3.B – Teste de epifluorescência usando luz azul. Zona de 
infecção com apressório melanizado (A) mostrando autofluorescência das paredes celulares e do 
conteúdo citoplasmático (seta), 60 h após a inoculação. Barra = 25 µm. Fig. 4.4 – Genótipo resistente 
CIFC 19231. Fig. 4.4.A – Secção transversal de hipocótilo corada com azul de algodão em 
lactofenol. Zona de infecção mostrando crescimento inter e intracelular das hifas (setas), 5 dias após 
a inoculação. Barra = 18 µm. Fig. 4.4.B - Teste de azul de anilina. Zona de infecção mostrando um 
apressório (A), acumulação de calose em torno da hifa intracelular (seta) e fluorescência das paredes 
celulares e do conteúdo citoplasmático (seta pequena), 72 h após a inoculação. Barra = 21 µm. 
Fig. 4.5 – Genótipo susceptível CIFC 19293, 7 dias após a inoculação. Fig. 4.5 – Secção transversal 
de hipocótilo corada com azul de toluidina. Zonas de infecção mostrando apressórios melanizados 
(A) e hifas intra e intercelulares (setas) em células vivas e em células necrosadas (n). Barra = 8 µm. 
Fig. 4.5.B – Teste de azul de anilina. Zona de infecção mostrando acumulação de calose em torno das 
hifas intracelulares (setas) e células necrosadas (n) Barra = 30 µm. 
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4.2.2.2. Interacção entre as variedades Nemaya, Java, T5296, IAPAR 59, Catimor 129 e 
Colletotrichum kahawae 
No âmbito do projecto ICA4-CT-2001-10008 (em que se inseriu parte do trabalho 
desta tese) foram escolhidas, para estudos histológicos, variedades comerciais que apresentam 
diferentes níveis de resistência em condições de campo: var. Nemaya, Catimor 129 
(resistentes), Java, T5296, IAPAR 59 (moderadamente resistentes). Como controlo foi sempre 
utilizada a var. susceptível Caturra.  
 
4.2.2.2.1. Tipo de reacção  
Dez dias após a inoculação com o isolado CM732, nas variedades Java, IAPAR 59, 
Catimor 129 e T5296 observaram-se lesões de susceptibilidade (Fig. 4.6.A, 4.7.A, 4.8.A, 
4.10.A), ao contrário do que foi observado em condições de campo. Na var. Nemaya não se 
observaram quaisquer sintomas (Fig.4.9A) e a var. Caturra, tal como esperado, apresentou 
lesões de susceptibilidade (Fig.4.11A). 
 
4.2.2.2.2. Processo de colonização do fungo no hospedeiro  
Devido às baixas taxas de germinação e formação de apressórios, observaram-se 
secções transversais de hipocótilos infectados, em fases avançadas da infecção, com inicio de 
sintomas (6 e 10 dias após a inoculação). As variedades Java e Caturra foram as que 
apresentaram uma maior colonização de hifas no interior do tecido do hospedeiro, para todos 
os dias em que se efectuaram observações. Observou-se que, aos 6 e 10 dias após a 
inoculação (após o aparecimento de sintomas), as variedades Java e Caturra apresentaram um 
comportamento semelhante entre si, revelando o maior crescimento inter e intracelular de 
hifas (hifas presentes na 6ª e 7ª camada de células do córtex) (Fig. 4.6.B, 4.6.C, 4.11.B e 
4.11.C), comparativamente com as restantes variedades. As células invadidas apresentavam 
uma grande desorganização dos conteúdos citoplasmáticos, característica do crescimento 
necrotrófico. Nas variedades IAPAR 59 e Catimor 129, o crescimento das hifas estendeu-se às 
3ª e 4ª camada de células do córtex, observando-se também desorganização celular (Fig. 
4.7.B, 4.7.C, 4.8.B e 4.8.C). Embora a var. T5296 tenha apresentado sintomas de 
susceptibilidade, o crescimento do fungo restringiu-se à epiderme e 1ª e 2ª camada de células 
do córtex (Fig. 4.10.B). Para a var. Nemaya apenas se observou a formação de apressórios na 
superfície dos hipocótilos analisados, tendo sido observados pelo menos 6 blocos para cada 
tempo após a inoculação (Fig. 4.9.B). 
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Figs. 4.6.A, 4.7.A, 4.8.A – Lesões de susceptibilidade nos hipocótilos das variedades Java, 
IAPAR 59 e Catimor 129 respectivamente, 10 dias após a inoculação. Figs. 4.6.B, 4.6.C, 4.7.B, 
4.7.C, 4.8.B e 4.8.C -  Secções transversais de hipocótilos de cafeeiro das variedades Java, 
IAPAR 59 e Catimor 129 respectivamente, coradas com azul de toluidina e que mostram a 
colonização do fungo na fase necrotrófica (setas), 10 dias após a inoculação. 
Fig. 4.6.B - Barra = 10 µm. Fig. 4.6.C – Barra = 12 µm. Fig. 4.7.B – Barra = 10 µm. 
Fig. 4.7.C – Barra = 12 µm. Fig. 4.8.B – Barra = 11 µm e Fig. 4.8.C – Barra = 14 µm. 
  4.6.A 4.6.B 4.6.C 
 4.7.A 4.7.B 4.7.C 
 4.8.A 4.8.B 4.8.C 
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Figs. 4.9.A, 4.10.A e 4.11.A - Hipocótilo da var. Nemaya sem sintomas e lesões de 
susceptibilidade nos hipocótilos das variedades T5296 e Caturra, respectivamente, 10 dias após 
a inoculação. Fig. 4.9.B - Secção transversal de um hipocótilo de cafeeiro da var. Nemaya, 
corada com azul de toluidina, 10 dias após a inoculação. Apressórios melanizados na superfície 
do hipocótilo (A). Barra = 9 µm. Figs. 4.10.B, 4.11.B, 4.11.C - Secções transversais de 
hipocótilos de cafeeiro das variedades T5296 e Caturra, respectivamente, coradas com azul de 
toluidina e que mostram o crescimento necrotrófico de C. kahawae (setas), 10 dias após a 
inoculação. De notar a intensa colonização do fungo na var. Caturra. 
Fig. 4.10.B - Barra = 10 µm. Fig. 4.11.B – Barra = 10 µm e Fig. 4.11.C Barra = 12 µm. 
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4.2.2.2.3. Detecção de compostos fenólicos em tecido fresco 
 Alguns dos hipocótilos de cafeeiro já referidos anteriormente, CIFC 19317, Nemaya e 
Caturra, foram inoculados com o isolado Que2 (colecção do CIFC) de C. kahawae e 
seccionados, para se identificar qual a natureza dos compostos fenólicos envolvidos nas 
respostas da planta, nas diferentes fases do processo de infecção. 
 
 Os testes efectuados (Quadro 4.5) permitiram identificar flavonóides e derivados do 
ácido hidroxicinâmico, nos locais onde ocorreu infecção. Estes compostos foram detectados a 
partir das 24 h após a inoculação, nos genótipos resistentes e somente 48 h após a inoculação 
no genótipo susceptível. O número de zonas de infecção onde ocorreu a acumulação de 
compostos fenólicos aumentou ao longo do tempo para todos os genótipos/variedades de 
cafeeiros testados. No caso da var. Caturra, o número de zonas de infecção com acumulação 
de compostos fenólicos, assim como a intensidade da fluorescência, foi sempre inferior à das 
variedades resistentes. A acumulação dos derivados do ácido hidroxicinâmico (especialmente 
derivados do ácido cafeíco) ocorreu principalmente na parede celular, enquanto acumulação 
de flavonóides ocorreu ao nível do citoplasma (Figs. 4.12 a 4.13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Quadro 4.5 – Detecção de compostos fenólicos em várias interacções Coffea spp. e C. kahawae. 
Testes 
citológicos 
Alterações 
Material 
detectado 
Cafeeiros 
Horas após a inoculação 
0* 24 36 48 60 72 
Epifluorescência  AF amarela (luz UV) 
AF amarelo limão (luz azul) 
Compostos tipo 
fenólicos 
CIFC 19317 - + + + + + 
Nemaya - + + + + + 
Caturra - - + + + + 
Reagente de Neu 
Fluorescência amarelo-alaranjada (luz UV) 
Fluorescência amarela forte (luz azul) 
Flavonóides 
CIFC 19317 - + + + + + 
Nemaya - + + + + + 
Caturra - - - + + + 
Fluorescência branca (luz UV)  
Fluorescência amarela (luz azul) 
Derivados do ácido 
hidroxicinâmico 
CIFC 19317 - + + + + + 
Nemaya - + + + + + 
Caturra - - - + + + 
Fluorescência azul escura (luz UV) 
Sem fluorescência amarela (luz azul) 
Derivados do ácido 
gálico 
CIFC 19317 - - - - - - 
Nemaya - - - - - - 
Caturra - - - - - - 
           (-) ausência, (+) presença. AF – autofluorescência  *Tempo 0 h – cortes efectuados antes da inoculação 
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Fig. 4.12 – 4.13 – Acumulação de flavonóides e derivados do ácido hidroxicinâmico em diferentes 
variedades do cafeeiro inoculadas com C. kahawae. Teste de Neu. Fig. 4.12 – Var. Nemaya, 60h após 
a inoculação. Fig. 4.12.A – Luz UV. Zona de infecção mostrando fluorescência branca nas paredes da 
célula (setas pequenas) e fluorescência amarela pálida do conteúdo citoplasmático (seta grande). 
Barra = 18 µm. Fig. 4.12.B – Luz azul. Zona de infecção mostrando fluorescência amarelo brilhante 
nas paredes da célula (setas pequenas) e do conteúdo citoplasmático (seta grande). Barra = 18 µm. 
Fig. 4.13 – Var. Caturra, 60 h após a inoculação. Fig. 4.13.A – Luz UV. Zonas de infecção mostrando 
fluorescência branca nas paredes das células (setas pequenas) e fluorescência amarelo-pálida do 
conteúdo citoplasmático (setas grandes). Barra = 21 µm. Fig. 4.13.B – Luz azul. Zonas de infecção 
mostrando fluorescência amarelo brilhante nas paredes da célula (setas pequenas) e do conteúdo 
citoplasmático (setas grandes). Barra = 21 µm. 
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4.2.3. Estudos ao microscópio electrónico de transmissão da interacção entre Coffea spp. 
e Colletotrichum kahawae 
Foram efectuados estudos ao microscópio electrónico de transmissão em hipocótilos 
do genótipo resistente derivado do HDT (CIFC 19317) e da var. susceptível Caturra (CIFC 
19293), inoculados com o isolado Que2 de C. kahawae, recorrendo-se a técnicas 
convencionais e de citoquímica.  
 
As observações efectuadas permitiram confirmar que as fases iniciais do processo de 
infecção de C. kahawae são idênticas em genótipos resistentes e susceptíveis. A penetração 
directa das células da epiderme do hospedeiro ocorreu a partir do apressório melanizado, o 
qual produziu o cone apressorial em redor do poro de penetração (Fig. 4.16. A, B e C). A hifa 
de infecção entrou no lúmen da célula da epiderme intumescendo e formando a vesícula de 
infecção. A partir desta vesícula formaram-se hifas capazes de crescer intra e 
intercelularmente. 
No genótipo resistente o fungo cessou o seu crescimento em fases iniciais do processo 
de infecção. Cerca de 48 h após a inoculação, observaram-se zonas de infecção nas quais o 
fungo apenas conseguiu iniciar a penetração da cutícula e parede celular, tendo-se verificado a 
deposição de material electronodenso que poderá corresponder à secreção de compostos 
fenólicos (Benhamou et al., 1996) entre o plasmalema e a parede das células da epiderme 
contíguas. Os cloroplastos destas células apresentaram-se com o estroma enegrecido, sem 
tilacoídes e com grãos de amido (Fig. 4.14. A e B). Noutras zonas de infecção, o fungo 
conseguiu penetrar as células da epiderme (Fig. 4.14.C, D e E) e/ou das 1ª e 2ª camada de 
células do córtex. As hifas apresentaram o conteúdo citoplasmático desorganizado. 
Observou-se também a morte das células do hospedeiro, invadidas pelo fungo e de células 
contíguas, que se traduziu em alterações na sua ultraestrutura nomeadamente: ruptura do 
plasmalema e das membranas de alguns organitos (cloroplastos, mitocôndrias, núcleo), 
alterações no aspecto dos cloroplastos (estroma enegrecido sem tilacóides e presença de grãos 
de amido), desorganização membranar do citoplasma e colapso do citoplasma (Fig. 4.14.C a 
4.14.E). Algumas células invadidas apresentaram também espessamento da parede celular 
(Fig. 4.14.C e 4.14.E). 
No genótipo susceptível, ao contrário do resistente, o fungo cresceu colonizando 
várias camadas de células do córtex. A fase de biotrofia, que durou cerca de 72 h, na qual o 
fungo cresceu em células vivas do hospedeiro, foi seguida pelo crescimento necrotrófico e 
aparecimento de sintomas (a partir dos 4 dias após a inoculação). Nesta fase, foi possível 
observar, simultaneamente, o crescimento do fungo em células vivas e em células mortas do 
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hospedeiro (Fig. 4.15.A). A necrotrofia é uma fase altamente destrutiva, estando associada à 
degradação intensa das paredes e à morte das células do hospedeiro. A degradação das 
paredes celulares foi particularmente evidenciada pela utilização do complexo da enzima 
exoglucanase com ouro coloidal (Fig. 4.15.E). As células mortas apresentaram diferentes 
graus de alteração tais como: plasmólise da célula, ruptura do plasmalema, desorganização 
membranar do conteúdo citoplasmático e necrosamento e/ou colapso do conteúdo 
citoplasmático (Fig. 4.15.A a E e 4.16.A a E). Nalgumas células do hospedeiro infectadas 
pelo fungo visualizaram-se apenas fragmentos membranares (Fig. 4.15.C). Nesta fase mais 
avançada da infecção observou-se ainda a deposição de material rodeando total ou 
parcialmente algumas hifas intracelulares, o qual apresentou marcação positiva, embora 
irregular e pouco densa, para 1,4-β-glucanas (celulose) (Fig. 4.16.B e C). Estudos prévios ao 
microscópio óptico indicaram que esse material é também constituído por calose. Esta 
resposta tardia da planta não impediu a esporulação do fungo (formação de acérvulos), 
durante a qual se observou a existência de uma densa formação de hifas nas células da 
epiderme, que originam os conidióforos (Fig. 4.16.D e E), a partir dos quais se diferenciam os 
conídios (Fig. 4.16.D e E). A formação dos acérvulos foi acompanhada pela ruptura da parede 
celular e da cutícula e a expulsão dos conídios (Fig. 4.16.D).  
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Fig. 4.14.A – E – Fases de pós-penetração do isolado Que2 de C. kahawae em hipocótilos de 
cafeeiros do genótipo resistente CIFC 19317. A – Apressório (A) melanizado a partir do qual 
emerge uma hifa de infecção (HI) que atravessa a cutícula e penetra na parede celular (PC), 48 h 
após a inoculação. De notar as células da epiderme contíguas ao fungo que apresentam cloroplastos 
(Cl) com o estroma enegrecido e com grãos de amido. Barra =3 μm. B – Ampliação da zona 
anterior onde se pode ver em pormenor a acumulação de compostos electronodensos entre o 
plasmalema e a parede das células da epiderme (ponta das setas). Barra = 1 μm. C – Apressório 
melanizado (A), onde é visível o cone apressorial (CA), a partir do qual emerge uma hifa de 
infecção (HI) que atravessa a cutícula e parede celular (PC) com a formação de uma vesícula de 
infecção (v) que apresenta o conteúdo citoplamástico desorganizado. Na célula invadida pelo fungo 
é possível observar o espessamento da parede celular (PC) (setas), a ruptura do plasmalema e a 
desorganização membranar do conteúdo citoplasmático. Barra = 1 μm. D – Célula da epiderme, 
com uma hifa intracelular (com conteúdo citoplasmático desorganizado), apresentando ruptura do 
plasmalema e cloroplastos (Cl) com diferentes graus de desorganização (alguns estão já em colapso 
apresentando estroma enegrecido sem tilacoídes enquanto noutros ainda são visíveis alguns 
tilacoídes) assim como desorganização membranar do conteúdo citoplasmático. Barra = 2 μm. 
E - Apressório melanizado (A) a partir do qual emerge uma hifa de infecção (HI) que atravessa a 
cutícula e parede celular (PC) com a formação de uma hifa intracelular (H) na célula da epiderme. 
Na célula invadida pelo fungo é possível observar-se o espessamento da parede celular (PC) (setas), 
a ruptura do plasmalema e a desorganização membranar do conteúdo citoplasmático. Na célula 
contígua à infecção observa-se o colapso do citoplasma (ponta da seta) e do cloroplasto. Barra = 2,5 
μm. 
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Fig. 4.15.A – E – Fases de pós-penetração do isolado Que2 de C. kahawae em hipocótilos de 
cafeeiros da var. Caturra CIFC 19293, 7 dias após a inoculação. A – Hifa intracelular a crescer 
numa célula viva (onde se podem observar organitos como o reticulo endoplasmático (re) e as 
mitocôndrias (mt)) que se encontra rodeada por células plasmolizadas e com o conteúdo 
citoplasmático desorganizado. Barra = 3 µm. B – Vista geral de várias células infectadas onde 
se observam diferentes graus de alteração celular. Podem observar-se várias hifas intracelulares 
(H) invaginadas pelo plasmalema em células plasmolizadas (i), células com ruptura do 
plasmalema e desorganização membranar do conteúdo citoplasmático (ii e iii). Pode ver-se 
também o colapso do citoplasma numa célula (iv). Barra = 3 µm. C – Hifa (H) intracelular 
sendo visível no citoplasma da célula infectada e da célula adjacente fragmentos membranares. 
Barra = 2,5 µm D - Hifa (H) dentro da parede celular. Células adjacentes com o conteúdo 
citoplasmático necrosado. Barra = 1 µm. E – Hifa (H) a penetrar a parede celular (PC) entre 
duas células do córtex. De notar a constrição da hifa ao passar através da parede e a 
desorganização do conteúdo citoplasmático das células invadidas. Observa-se a degradação da 
parede celular (PC) pela marcação menos densa para 1,4-β-glucanas (celulose) na zona de 
contacto entre a parede celular e a hifa (setas). Barra = 1 µm 
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Fig. 4.16.A – E – Fases de pós-penetração do isolado Que2 de C. kahawae em hipocótilos de 
cafeeiros da var. Caturra CIFC 19293, 7 dias após a inoculação. A – Hifa (H) a passar do 
espaço intercelular para uma célula do córtex, de notar a constrição da hifa (setas) ao passar 
através da parede celular (PC), a desorganização do conteúdo citoplasmático da célula invadida 
e a célula contígua apresenta-se plasmolizada e com o conteúdo citoplasmático necrosado. 
Barra = 1 µm. B – Hifa intracelular parcialmente rodeada pela deposição de material 
heterogéneo com marcação irregular e pouca densa de para 1,4-β-glucanas (setas). Célula 
invadida pelo fungo apresenta o colapso e necrosamento do conteúdo citoplasmático. Barra = 1 
µm. C – Hifa intracelular (H), que apresenta algumas mitocôndrias (mt), totalmente rodeada 
pela deposição de material heterogéneo com marcação irregular e pouco densa para 1,4-β-
glucanas (setas). Barra = 300 nm. D – Acérvulo onde se pode ver a densa formação de hifas 
nas células da epiderme, assim como a ruptura da parede celular (PC) e da cutícula (Cu) e 
consequente libertação dos conídios (C). Barra = 3 µm. E - Conidióforos (Co) com conídios 
(C). Barra = 1 µm. 
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4.3. Discussão 
Os testes de pesquisa de resistência, efectuados a diferentes genótipos de cafeeiro, 
evidenciaram a existência de elevados níveis de resistência em alguns derivados do HDT, 
enquanto a C. arabica, híbridos derivados de C. arabica e C. racemosa apresentaram 
susceptibilidade. Neste trabalho foi efectuada a caracterização a nível histológico de 
derivados do HDT, que nas testagens revelaram níveis mais elevados de resistência, bem 
como de variedades comerciais que mostraram alguma resistência de campo (Bertrand, 2003), 
a maioria das quais, no entanto, apresentou reacções de susceptibilidade em condições 
laboratoriais. Assim, os estudos ultraestruturais e citoquímicos incidiram num dos derivados 
de HDT testados, que foi comparado com um genótipo susceptível (Caturra). 
Na interacção entre o cafeeiro e C. kahawae verificou-se que as fases iniciais do 
processo de infecção foram idênticas para os genótipos resistentes, moderadamente resistentes 
e susceptíveis. Assim, observou-se a germinação dos conídios na superfície dos hipocótilos e 
a sua diferenciação em apressórios melanizados. A diferenciação e maturação do apressório 
são essenciais para que ocorra a penetração da cutícula e epiderme da planta (Perfect et al., 
1999; Deising et al., 2000; Latunde-dada, 2001; Veneault-Fourrey et al., 2005). Tal como no 
caso de C. lindemuthianum e C. trifolii, os poros de penetração dos apressórios de C. kahawae 
encontram-se rodeados pelo cone apressorial (Mould et al., 1991 a; Skipp et al., 1995; Perfect 
et al., 1999), mas nem todos os Colletotrichum formam esta estrutura. Por exemplo, no caso 
do C. sublineolum e do C. graminicola, o poro de penetração encontra-se rodeado por um anel 
espesso composto por material da parede do apressório (Skipp et al., 1995; Wharton et al., 
2001). A penetração das células do cafeeiro, tal como nas interacções entre C. 
lindemuthianum e Phaseolus vulgaris, C. sublineolum e Sorghum bicolor, C. trifolii e 
Medicago truncatula e de C. gloeosporioides e Vigna unguiculata, ocorre directamente pela 
cutícula das células da epiderme, através de uma hifa de infecção fina, que emergiu a partir do 
apressório melanizado, seguida pela formação de uma vesícula de infecção e da sua 
ramificação em hifas intracelulares (Bailey et al., 1992; Wharton et al., 2001; Torregrosa et 
al., 2004; Barreto et al., 2007).  
Nos genótipos susceptíveis, a vesícula de infecção ramificou-se intra e 
intercelularmente, pelo que a colonização do fungo se estendeu a várias camadas de células do 
córtex do hospedeiro. Após uma fase inicial de biotrofia, em que as células do hospedeiro 
estavam vivas, seguiu-se um crescimento em células mortas (crescimento necrotrófico) que 
culminou com o aparecimento de sintomas da doença (lesões necróticas em depressão e 
esporulação). A fase biotrófica repetiu-se à medida que o fungo avançou na colonização de 
novas células hospedeiras, observando-se o crescimento das hifas simultaneamente em células 
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vivas e necrosadas. Confirmou-se assim a colonização intracelular hemibiotrófica do C. 
kahawae em cafeeiros susceptíveis (Várzea et al., 2002 b; Silva et al., 2006). Tal como já foi 
referido, este tipo de colonização, é a mais frequente nas espécies de Colletotrichum (Perfect 
et al., 1999; Latunde-Dada, 2001; Munch et al. 2008). No plano ultraestrutural, verificou-se 
que a necrotrofia é uma fase altamente destrutiva e para além da densa colonização pelo fungo 
(hifas a crescer intra e intercelularemente e dentro das paredes) esteve associada à intensa 
degradação das paredes e à morte das células do hospedeiro, tal como referido por Garcia 
(1999), Várzea et al. (2002 b) e Silva et al. (2006). À semelhança do que foi observado na 
interacção compatível entre C. sublineolum e Sorghum bicolor (sorgo) (Wharton et al., 2001), 
as células mortas apresentaram diferentes graus de alteração tais como: ruptura do 
plasmalema, plasmólise da célula, desorganização membranar do conteúdo citoplasmático e 
necrosamento ou colapso do conteúdo citoplasmático e também, em alguns casos, redução do 
citoplasma da célula invadida a fragmentos membranares. A secreção de enzimas que 
degradam a parede celular, por parte do fungo, parece estar relacionada com a mudança da 
biotrofia para a necrotrofia, assumindo um papel importante na patogenicidade (Bailey et al., 
1992; Esquerré-Tugayé et al., 2000; Mims & Vaillancourt, 2002). Também na interacção C. 
kahawae, e cafeeiro a patogenicidade parece estar relacionada com a produção da enzima 
pectato-líase (Chen, 2002). Observaram-se ainda acérvulos, cuja formação ocorreu dentro das 
células da epiderme, verificando-se a ruptura da parede da célula da epiderme e da cutícula e 
subsequente libertação dos conídios. De acordo com Bailey et al. (1992) e Wharton et al. 
(2001), a ruptura da parede celular e da cutícula depende da utilização de força mecânica, por 
parte do fungo.  
Ao contrário dos cafeeiros susceptíveis, nos genótipos resistentes, em particular no 
derivado do HDT CIFC 19317, o fungo cessou o seu crescimento em fases iniciais do 
processo de infecção, colonizando as células da epiderme e/ou das 1as camadas de células do 
córtex. Em todos os genótipos derivados do HDT, observou-se uma série de respostas de 
defesa por parte da planta nomeadamente: a RH, a acumulação precoce de compostos 
fenólicos, e a autofluorescência e espessamento da parede celular. Idênticos resultados foram 
obtidos nas interacções incompatíveis entre C. lindemuthianum com Phaseolus vulgaris e 
Vigna unguiculata (O’Connell & Bailey, 1986; Bailey et al., 1990; Esquerré-Tugayé et al. 
1992), C. trifolii e Medicago truncatula (Torregrosa et al., 2004) e C. gloeosporioides e 
Capsicum spp. (Kim et al., 2004).  
À semelhança da interacção incompatível entre Phaseolus vulgaris e C. 
lindemuthianum (Bolwell et al., 2001), a análise ultraestrutural do genótipo CIFC 19317 
parece confirmar a existência de RH na interacção incompatível entre cafeeiro e C. kahawae. 
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A morte das células do hospedeiro invadidas pelo fungo e células contíguas traduziu-se em 
alterações na sua ultraestrutura nomeadamente: ruptura do plasmalema e das membranas de 
alguns organitos (cloroplastos, mitocôndrias, núcleo), alterações no aspecto dos cloroplastos 
(estroma enegrecido sem tilacóides e presença de grãos de amido), desorganização 
membranar do citoplasma e colapso do citoplasma. A RH é habitualmente definida como a 
morte rápida das células em associação com o crescimento restrito do fungo e acumulação de 
produtos acastanhados provenientes da oxidação dos fenóis (Goodman & Novacky, 1994; 
Heath, 2000). Embora possa ser uma resposta efectiva de defesa contra agentes patogénicos 
biotróficos, é provável que esta resposta do hospedeiro seja apenas uma parte de toda a 
estratégia defensiva da planta (Heath, 1997; Richael & Gilchrist, 1999; Hammerschmidt & 
Nicholson, 1999; Silva et al., 2006). A RH parece estar associada a uma série de mudanças 
metabólicas integradas e coordenadas entre si, de onde se pode destacar a activação de 
determinadas vias metabólicas, como a síntese de compostos fenólicos e algumas fitoalexinas 
e o aumento de actividade de enzimas oxidativas e hidrolíticas (Guerra-Guimarães, 2004). A 
expressão da resistência é muitas vezes acompanhada pela activação de enzimas oxidativas 
dos fenóis como são a lipoxigenase, peroxidase e a fenoloxidase (Goodman & Novacky, 
1994). A lipoxigenase contribui para a RH, pela disrupção dos lípidos da membrana celular e 
na defesa, pela formação de produtos tóxicos provenientes da oxidação dos lípidos (Croft et 
al., 1993; Jalloul et al., 2002; Montillet et al., 2005). Geralmente a actividade da peroxidase 
aumenta em resposta à infecção e pode funcionar como defesa através da produção de 
quantidades antimicrobianas de peróxido de hidrogénio, assim como na lenhificação e 
entrecruzamento das paredes celulares (Peng & Kúc, 1992; Rasmussen et al., 1995; Chittoor 
et al., 1999; Do et al., 2003). O aumento das fenoloxidases e a sua interacção com os fenóis 
endógenos tem sido também correlacionado com o aparecimento da RH (Hammerschmidt & 
Nicholson, 1999).  
Os testes realizados para identificação da natureza dos compostos fenólicos envolvidos 
na interacção cafeeiro e C. kahawae permitiram observar a acumulação de derivados do ácido 
hidroxicinâmico (nomeadamente de derivados do ácido cafeíco) nas paredes das células 
infectadas, assim como a acumulação de flavonóides, no interior do conteúdo citoplasmático a 
partir das 24 h após a inoculação no genótipos resistentes. Apesar de também se verificar a 
acumulação de derivados do ácido hidroxicinâmico e flavonóides na var. susceptível, esta 
aconteceu mais tardiamente e em menor número de zonas de infecção.  
A rápida libertação de fenóis pré-formados e a sua produção intensa após a 
estimulação do metabolismo fenilpropanóide fazem parte das reacções de defesa de muitas 
plantas (Graham & Graham, 1991; Sedlářova & Lebeda, 2001). Os fenilpropanóides 
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existentes (tais como os ácidos hidroxicinâmicos) encontram-se armazenados dentro do 
vacúolo central, geralmente sobre a forma glicosídica, para servirem como pool de 
substâncias a serem incorporadas na parede celular, quando libertados para o citoplasma, 
durante os primeiros passos da defesa da planta (Dixon & Paiva, 1995; Sedlářova & Lebeda, 
2001). Tal como já foi referido, estes processos geralmente dependem das peroxidases e 
outras enzimas presentes no apoplasto para converter os fenóis em compostos oxidados ou 
polimerizados (Dai et al., 1996; Sedlářova & Lebeda, 2001). Numerosos estudos sugerem que 
a esterificação dos fenóis, nomeadamente derivados do ácido hidroxicinâmico, à parede da 
célula é uma resposta rápida e comum à expressão da resistência (Nicholson & 
Hammerschmidt, 1992). Os ácidos hidroxicinâmicos (tal como o ácido coumárico, ácido 
sinápico, o ácido cafeíco e ácido ferrúlico) e os seus derivados são dos compostos mais 
simples da via fenilpropanóide, contendo um esqueleto fenil propano C6C3 e em muitos casos 
existem habitualmente nas plantas (Dixon et al., 2002). 
Outra resposta associada à interacção entre o agente patogénico e as células da planta 
hospedeira é a expressão de genes que codificam enzimas para a via fenilpropanóide, tal como 
a PAL (Dorey et al., 1997). Tem sido demonstrado que a PAL desempenha um papel 
importante na resistência nomeadamente: devido ao seu envolvimento no processo 
biossintético que origina os flavenóides e fenilpropanóides com actividade fitoalexina, como 
percursores de compostos do tipo lenhina, suberina e outros materiais fenólicos que são 
muitas vezes depositados nas paredes das células em locais de infecção e que parecem 
bloquear a invasão do fungo (Hammerschmidt, 1999; Dixon et al., 2002; Caño-Delgado et al., 
2003).  
Os flavonóides são compostos por um vasto leque de produtos secundários, com 
diversas funções biológicas nas plantas (Winkel-Shirley, 2002) dos quais podemos destacar os 
isoflavonóides (com papel na nodulação e defesa), as antocianinas (com papel na pigmentação 
e polinização), as flavonas (papel na nodulação e defesa), flavonóis glicosídicos (papel na 
pigmentação, protecção UV), as pro-antocianidinas ou taninos condensados (papel na 
pigmentação e defesa) e as 3-deoxiantocianidinas (pigmentação e defesa) (Winkel-Shirley, 
2002). De acordo com O’Neil & Mansfield (1982) a actividade antifúngica dos flavonóides e 
isoflavonóides depende de alguns atributos físico-químicos nomeadamente da sua capacidade 
de penetrarem as paredes e membranas dos fungos (Pezet & Pont, 1995). Muitos dos produtos 
que possuem um largo espectro de actividade antimicrobiana e que se acredita poderem ajudar 
a planta a combater as doenças são chamados de fitoanticipinas ou de fitoalexinas induzíveis 
(Van Etten, 1994; Dixon et al., 2002). Por exemplo, as 3-deoxiantocianidinas são as 
principais fitoalexinas que se acumulam no sorgo em resposta à infecção pelo fungo C. 
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sublineolum. Quando comparadas com a cultivar susceptível as respostas na cultivar resistente 
foram caracterizadas por uma maior e mais rápida acumulação de fitoalexinas (Lo et al., 
1999). Na interacção Medicago sativa L. com uma raça avirulenta de C. trifolii, a fitoalexina 
isoflavonóide, medicarpina, e os seus conjugados, começaram a acumular-se respectivamente 
às 24 e 48 h após a inoculação. No caso da interacção com uma raça virulenta de C. trifolii 
esta acumulação foi atrasada para as 48 e 72 h após a inoculação (Salles et al., 2002). 
Nos estudos realizados ao microscópio óptico e ao microscópio electrónico, nos 
genótipos resistentes de cafeeiro inoculados com C. kahawae, verificaram-se alterações na 
parede das células que se traduziram por autofluorescência (indicadora da presença de 
compostos fenólicos) e espessamento. As modificações estruturais da parede celular, que 
inicialmente podem envolver a esterificação de fenóis à parede da célula e mais tarde a 
formação de lenhina (oxidação dos álcoois hidroxicinâmicos produzindo radicais livres que 
polimerizam) assim como a incorporação de glicoproteínas ricas em hidroxiprolina na parede 
celular, encontram-se muitas vezes associadas à resistência e às respostas de defesa 
(Grisebach, 1981; Lewis & Yamamoto, 1990; Heath, 1992; Esquerré-Tugayé et al., 1992; 
Nicholson & Hammerschmidt, 1992). O processo de lenhificação pode actuar na defesa das 
plantas estabelecendo: barreiras mecânicas para o crescimento do fungo, modificações 
químicas nas paredes das células para serem mais resistentes às enzimas que degradam a 
parede celular, aumentando a resistência das paredes à difusão das toxinas do agente 
patogénico para o hospedeiro e de nutrientes do hospedeiro para o agente patogénico e 
também pela produção de precursores tóxicos e radicais livres (Ride, 1978; Nicholson & 
Hammerschmidt, 1992). A produção de lenhina tem estado associada a respostas de 
resistência nas interacções incompatíveis: pepino e C. lagenarium (Dean & Kúc, 1987), C. 
graminicola e Zea mays (Bergstrom & Nicholson, 1999) Vigna Unguiculata e C. 
gloeosporioides (Barreto et al., 2007). A penetração do fungo pode ser restringida devido ao 
enriquecimento das paredes com glicoproteínas ricas em hidroxiprolina, que provocam o 
espessamento da parede celular e são menos susceptíveis à acção das pectinases, tendo sido 
referido o seu aumento de produção em interacções entre Colletotrichum spp. e genótipos 
resistentes comparativamente a genótipos susceptíveis (O’Connell et al., 1990; Esquerré-
Tugayé et al., 1992; Skipp et al., 1995; Hammerschmidt, 1999; Torregrosa et al., 2004).  
Nos genótipos resistentes derivados do HDT (CIFC 19215 e 19231) observou-se 
ainda, a partir das 24 h após a inoculação, a deposição de calose em torno das hifas 
intracelulares. A calose é um polímero de 1,3-β-glucanas, está presente em pequenas 
quantidades nas plantas e é requerida para o crescimento normal e desenvolvimento (Trillas et 
al., 2000; Deepak et al., 2006). A sua deposição entre o plasmalema e a parede celular pode 
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ocorrer em resposta a stresses, ferimentos e à invasão por um agente patogénico (Skalamera 
& Heath, 1995). A produção de calose em plantas está muitas vezes associada com as defesas 
das plantas contra os fungos e oomicetas (Mims & Vaillancourt, 2002). Estes depósitos de 
calose podem bloquear a transferência de nutrientes do hospedeiro para o agente patogénico 
ou atrasarem o crescimento do fungo para que outras respostas do hospedeiro se tornem 
activas (Allen & Friend, 1983; Donofrio & Delaney, 2001). Para além disso, a calose poderá 
servir como meio de deposição para compostos tóxicos ou toxinas (Aist, 1976; Allen & 
Friend, 1983; Donofrio & Delaney, 2001; Mims & Vaillancourt, 2002). Em muitas 
interacções planta-Colletotrichum spp., como por exemplo Stylosanthes guianensis e C. 
gloeosporioides (Sharp et al., 1990), Arabidopsis thaliana e espécies de Colletotrichum 
(Shimada et al., 2006) e Vigna unguiculata e C. gloeosporioides (Barreto et al., 2007), a 
resistência também esteve associada à rápida deposição de calose, em papillas, imediatamente 
abaixo do local da infecção. Apesar da deposição da calose, no caso dos genótipos resistentes 
derivados do HDT e C. kahawae se verificar em torno das hifas intracelulares e não em 
papillas, esta parece ser uma rápida resposta de defesa do hospedeiro. Ainda no cafeeiro, mas 
no genótipo susceptível (var. Caturra) verificou-se também a deposição de calose em redor de 
algumas hifas, em fases mais avançadas do processo de infecção (cerca de cinco dias). Esta 
resposta tardia da planta, também verificada por Garcia (1999), não foi suficiente para 
impedir o desenvolvimento do fungo e dos sintomas da doença. O uso da enzima 
exoglucanase marcada com ouro coloidal permitiu também detectar, no material heterogéneo, 
que rodeia as hifas, marcação irregular e pouco densa para 1,4-β-glucanas (celulose) 
semelhante aos encapsulamentos que se verificam em torno dos haustórios de Hemileia 
vastatrix em Coffea spp. (Silva et al., 1999 a, 2002 e 2006). 
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5. Conclusões e perspectivas 
Com os trabalhos aqui desenvolvidos pretendeu-se analisar a influência da temperatura 
na estabilidade morfocultural e agressividade dos isolados crescidos in vitro, verificar se as 
repicagens consecutivas, de isolados, em frutos verdes destacados e o seu re-isolamento 
contribuíam para o aumento da sua agressividade e caracterizar o grau de variabilidade 
genética da população em estudo, através da detecção de diferentes actividades enzimáticas in 
situ, após separação por electroforese e com recurso a várias técnicas baseadas em PCR. Por 
outro lado, pretendeu-se também seleccionar genótipos de cafeeiro que apresentassem 
resistência a isolados de C. kahawae para se proceder à caracterização, a nível citológico, da 
expressão de resistência (comparativamente com a susceptibilidade), recorrendo a técnicas de 
microscopia óptica e electrónica de transmissão.  
 
Verificou-se que a temperatura de crescimento dos isolados, para além de influenciar a 
sua taxa de crescimento e a sua esporulação, influenciou a sua capacidade para infectar frutos 
verdes de cafeeiro e hipocótilos. Assim, os isolados de C. kahawae crescidos em GEM, a 
temperaturas mais baixas (particularmente a 10ºC e 15ºC), induziram um IID maior, ou seja, 
os isolados tornaram-se mais agressivos. Também nos testes efectuados em frutos verdes 
destacados como em hipocótilos, o isolado Mal2 mostrou ser o menos agressivo (por oposição 
ao isolado Cam1 que foi o mais agressivo). Foi possível verificar que, após as passagens 
sucessivas dos isolados Mal2, Rua1 e Zim1 por frutos verdes (cerca de vinte vezes), o isolado 
Mal2 recuperou significativamente a agressividade, causando um rápido desenvolvimento de 
sintomas e elevados valores de IID, em frutos verdes destacados e hipocótilos (enquanto que 
nos outros dois isolados tal não se observou). Estes resultados evidenciam que nem todos os 
isolados possuem a mesma capacidade de recuperar a sua agressividade inicial (Agrios, 
2005). Torna-se importante quantificar e controlar a agressividade dos isolados de C. 
kahawae, utilizados sistematicamente nos testes de selecção para a pesquisa de resistência à 
antracnose dos frutos verdes, pois poder-se-á considerar um genótipo de cafeeiro resistente 
quando na realidade foi o isolado utilizado que diminuiu a sua agressividade. 
Relativamente à caracterização isoenzimática esta mostrou a existência de 
variabilidade entre os isolados, embora não se consiga estabelecer uma ligação com a origem 
geográfica onde os isolados foram recolhidos e, nalguns casos, nem com os diferentes níveis 
de agressividade. A análise conjunta de todos os sistemas isoenzimáticos, quer por PAGE ou 
por IEF, permitiu a separação do isolado Chi1, pertencente à espécie C. gloeosporioides, de 
todos os outros isolados de C. kahawae, assim como a separação do isolado Cam1 dos 
restantes isolados de C. kahawae, por apresentar um coeficiente de similaridade muito baixo. 
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De todas as enzimas estudadas, a ALP foi a que se revelou mais eficaz na separação das duas 
espécies de Colletotrichum estudadas, permitindo ainda, dentro da espécie C. kahawae, a 
separação do isolado Cam1 (um dos isolados mais agressivos) e do isolado Mal2 (que se 
revelou como um dos isolados menos agressivo) e sendo a que melhor se correlacionou com a 
agressividade dos isolados. Os estudos sobre caracterização isoenzimática poderão ainda 
prosseguir através da análise de outras isoenzimas tais como a catalase, a isocitrato 
desidrogenase, a fosfoglucose isomerase e a hexocinase. Por outro lado, dever-se-ia aumentar 
o número de isolados a estudar, tanto no que diz respeito a isolados de C. kahawae como de 
C. gloeosporioides provenientes de cafeeiro, analisando um só sistema isoenzimático de 
interesse, como parece ser a enzima ALP. 
Os estudos moleculares, por sua vez, revelaram uma grande semelhança entre os 
isolados de C. kahawae e a sua grande proximidade com isolados de C. gloeosporioides. Os 
resultados obtidos com base na análise da região ITS reflectem a grande proximidade genética 
entre a espécie C. kahawae e a espécie C. gloeosporioides. O polimorfismo entre os isolados 
de C. kahawae revelou-se nulo através da análise por RFLP das regiões ITS e IGS e muito 
reduzido com a técnica RAPD (96% de bandas monomórficas). 
Os estudos histológicos e de ultraestrutura mostraram que as primeiras fases do 
processo de infecção de C. kahawae foram semelhantes em hipocótilos resistentes e 
susceptíveis dos diferentes genótipos de cafeeiro testados. Após a germinação dos conídios e 
diferenciação dos apressórios, a hifa de infecção penetrou a cutícula e a parede da célula da 
epiderme, entrou no lúmen desta célula intumescendo e formando a vesícula de infecção. O 
plasmalema da célula hospedeira invaginou em torno desta vesícula, a partir da qual se 
formaram hifas primárias capazes de crescer intra e intercelularmente. 
Na susceptibilidade, a colonização do fungo estendeu-se a várias camadas de células 
do hospedeiro e, depois de um breve período de biotrofia (cerca de 72 h) seguiu-se um 
crescimento necrotrófico, com o aparecimento de sintomas. Esta fase esteve associada à 
degradação das paredes e à morte das células do hospedeiro, sendo visíveis alterações ao nível 
ultraestrutural, nomeadamente: plasmólise celular, ruptura do plasmalema, desorganização 
membranar do conteúdo citoplasmático e necrosamento e/ou colapso do conteúdo 
citoplasmático (assim como, em algumas células, redução do citoplasma a fragmentos 
membranares). Ainda nos genótipos susceptíveis, em fases avançadas do processo de 
infecção, observaram-se algumas hifas intracelulares rodeadas por material heterogéneo c 
constituído por calose e 1,4-β- glucanas (celulose). Uma das funções atribuídas, em particular, 
à calose está associada ao bloqueio da passagem de nutrientes da célula para o fungo. Esta 
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resposta tardia da planta, contudo, aparentemente, não impediu o crescimento do fungo e a 
sua reprodução. 
Nos genótipos resistentes, ao contrário do susceptível, o fungo cessou o seu 
crescimento ao nível das células da epiderme e/ou das 1ª e 2ª camadas de células do córtex. 
No genótipo derivado do HDT CIFC 19317, onde se observou o nível mais elevado de 
resistência, esta caracterizou-se pela RH e modificações nas paredes celulares 
(autofluorescência e espessamento) e acumulação precoce de fenóis. Durante a RH 
observaram-se alterações da ultraestrutura, tais como: ruptura do plasmalema e das 
membranas de alguns organitos (cloroplastos, mitocôndrias, núcleo), alterações no aspecto 
dos cloroplastos (estroma enegrecido sem tilacóides e presença de grãos de amido), 
desorganização membranar do citoplasma e colapso do citoplasma. 
Os testes citológicos utilizados para a identificação da natureza dos compostos 
envolvidos na interface cafeeiro – C. kahawae indicaram a acumulação de flavonóides (no 
conteúdo citoplasmático) e derivados do ácido hidroxicinâmico (nas paredes celulares), nas 
zonas onde ocorreu a infecção. Estes compostos foram detectados nos genótipos resistentes e 
no susceptível, mas neste último caso a resposta foi mais tardia e em menor número de zonas 
de infecção. Outros testes citológicos, como por exemplo o teste do HCl – floroglucinol 
(detecção de lenhina) ou o teste da vanilina-HCl (detecção de catequinas e de taninos 
condensados), podem ainda ser utilizados para uma melhor caracterização dos compostos 
fenólicos envolvidos na resposta de resistência. Em estudos futuros, pensamos também 
utilizar outros testes de cito e imunocitoquímica, nomeadamente, para localização de 
1,3-β-glucanas (calose), fenóis e quitina, para um melhor esclarecimento da natureza de 
alguns compostos que se encontram na interface planta – fungo. Para se aprofundar o 
conhecimento sobre os mecanismos envolvidos nos mecanismos de resistência e que 
caracterizam a RH e a acumulação precoce de compostos fenólicos, poderá ser interessante, 
numa abordagem bioquímica e molecular, determinar a actividade e a expressão de genes 
codificadores da lipoxigenase, peroxidase ou da PAL durante o processo de infecção de C. 
kahawae. 
 
A nível global, os resultados obtidos neste trabalho contribuíram para melhorar o 
processo de caracterização de resistência do cafeeiro à antracnose dos frutos verdes (trabalho 
de rotina executado no CIFC) dando indicações sobre processos de standarização a efectuar, 
no futuro, relativamente aos processos de manipulação deste agente patogénico, de modo a 
evitar elevada variabilidade na sua agressividade. Outro aspecto relaciona-se com a escolha de 
isolados “tipo” a serem seleccionados para caracterização da resistência em testes de rotina. 
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Um isolado tipo deverá ter estabilidade a nível da agressividade e a sua variabilidade deverá 
ser conhecida. Sugere-se que estudos idênticos sejam aplicados ao maior número possível de 
isolados de C. kahawae, da colecção do CIFC, para a selecção de isolados tipo. Os estudos 
isoenzimáticos efectuados também apontam para a possibilidade de serem encontrados, a 
curto prazo, marcadores para estudos de vária natureza, a efectuar na população de C. 
kahawae. Os estudos moleculares efectuados nesta tese, assim como por outros autores de 
outros laboratórios nacionais e internacionais, não permitiram evidenciar polimorfismo nesta 
espécie. Assim, sugere-se o alargamento dos estudos isoenzimáticos a um maior número de 
isolados e de isoenzimas. A testagem da resistência do cafeeiro a C. kahawae efectuada no 
CIFC como rotina, tendo por base a avaliação do tipo de reacção também permitiu uma 
primeira selecção de genótipos potencialmente interessantes. Porém, como se verificou nos 
estudos histológicos realizados, idênticos tipos de reacção podem não corresponder a um 
mesmo padrão de crescimento do fungo e de respostas da planta. A caracterização 
macroscópica da resistência deve ser assim complementada com estudos ao nível citológico e 
também molecular contribuindo para uma mais adequada selecção de fontes de resistência a 
serem utilizadas em futuros programas de melhoramento genético visando a resistência a esta 
doença. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 – Referências Bibliográficas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Referências bibliográficas 147 
 
 
Abang MM, Asiedu R, Hoffmann P, Wolf GA, Mignouna HD & Winter S. (2006) Pathogenic and 
genetic variability among Colletotrichum gloeosporioides isolates from different yam hosts in the 
agroecological zones in Nigeria. Journal of Phytopathology 154:51-61. 
 
Abang MM, Hoffmann P, Winter S, Green KR & Wolf GA. (2004) Vegetative compatibility among 
isolates of Colletotrichum gloeosporioides from yam (Dioscorea spp.) in Nigeria. Journal of 
Phytopathology 152:21-27. 
 
Abang MM, Winter S, Green KR, Hoffmann P, Mignouna HD & Wolf GA. (2002) Molecular 
identification of Colletotrichum gloeosporioides causing yam anthracnose in Nigeria. Plant Pathology 
51:63-71. 
 
Aga E, Bryngelsson T, Bekele E & Salomon B. (2003) Genetic diversity of forest arabica coffee 
(Coffea arabica L.) in Ethiopia as revealed by random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. 
Hereditas 138:36-46. 
 
Agrios GN. (2005) Plant Pathology. 5th Edition. Academic Press, London, 922 pp. 
 
Agwanda CO, Lashermes P, Trouslot P, Combes MC & Charrier A. (1997) Identification of RAPD 
markers for resistance to coffee berry disease, Colletotrichum kahawae, in arabica coffee. Euphytica 
97:241-248. 
 
Aist JR. (1976) Papillae and related wound plugs of plant cells. Annual Review of Phytopathology 
14:145-163. 
 
Allen F & Friend J. (1993) Resistance of potato tubers to infection by Phytophthora infestans: a 
structural study of haustorial development. Physiological Plant Pathology 22:285-292. 
 
Andreasen K & Bremer B. (2000) Combined phylogenetic analysis in the Rubiaceae-Ixoroideae: 
morphology, nuclear and chloroplast DNA data. American Journal of Botany 87:1731-1748. 
 
Anónimo. (1964) Annual Report 1963/1964. Coffee Research Station, Ruiru, Kenya. 
Blackwell Publishing, Ltd. 
Ansari KI, Palacios N, Araya C, Egan D & Doohan FM. (2004) Pathogenic and genetic variability 
among Colletotrichum lindemuthianum isolates of different geographic origins. Plant Pathology 
53:635-642. 
 
148 Capítulo 6 
 
 
Bailey JA & Jeger MJ (eds.). (1992) Colletotrichum: Biology, Pathology and Control. CAB 
International, Wallingford UK, 388 pp. 
 
Bailey JA, Nash C, Morgan LW & O’Connell RJ. (1996) Molecular taxonomy of Colletotrichum 
species causing anthracnose on the Malvaceae. Phytopathology 86:1076-1083.  
 
Bailey JA, Nash C, O’Connell RJ & Skipp RA. (1990) Infection process and host specificity of a 
Colletotrichum species causing anthracnose disease of cowpea Vigna unguiculata. Mycological 
Research 94:810 -814. 
 
Bailey JA, O’Connell RJ, Pring RJ & Nash C. (1992) Infection strategies of Colletotrichum species. 
In: Colletotrichum: Biology, Pathology and Control. Edited by Bailey JA & Jeger MJ. CAB 
International, Wallingford UK, pp 80-120. 
 
Barreto ALH, Vasconcelos IM, Grangeiro TB, Melo VMM, Matos TE, Eloy RG, Fernandes CF, 
Torres DC, Freire-Filho FCO & Oliveira JTA. (2007) Infection process and host defense responses in 
compatible and incompatible interactions between cowpea (Vigna unguiculata) and Colletotrichum 
gloeosporioides. International Journal of Plant Science 168:193-203. 
 
Benhamou N. (1995) Ultrastructural and cytochemical aspects of the response of eggplant parenchyma 
cells in direct contact with Verticillium – infected xylem vessels. Physiological and Molecular Plant 
Pathology 46:321-338. 
 
Benhamou N, Kloepper JW, Quadt-Hallman A & Tuzun S. (1996) Induction of defence-related 
ultrastructural modifications in pea root tissues inoculated with endophytic bacteria. Plant Physiology 
112:919-929. 
 
Bennett M, Gallagher M, Fagg J, Bestwick C, Paul T, Beale M & Mansfield J. (1996) The 
hypersensitive reaction, membrane damage and accumulation of autofluorescent phenolics in lettuce 
cells challenged by Bremia lactucae. Plant Journal 9:851-865. 
 
Bergstrom GC & Nicholson RL. (1999) The biology of corn anthracnose. Plant Disease 83:596-608. 
 
Bertrand B. (2003) Progress report of the project “Development of a strategy for a durable 
management of the resistance to coffee berry disease (CBD) in Africa (ICA4-CT-2001-10008)”. EU 
 
Referências bibliográficas 149 
 
 
Bettencourt AJ & Rodrigues Jr. CJ. (1988) Principles and practice of coffee breeding for resistance to 
rust and other diseases. In: Coffee Agronomy Vol. 4. Edited by Clarke RJ & Macrae R. Elsevier 
Applied Science Publishers LTD, London and New York, pp 199-234. 
 
Beynon SM, Coddington A, Lewis BG & Várzea VMP. (1995) Genetic variation in the coffee berry 
disease pathogen, Colletotrichum kahawae. Physiological and Molecular Plant Pathology 46:457-470. 
 
Bieysse D, Bompard E, Bella Manga, Roussel V & Vergnes C. (1995) Diversité génétique et 
variabilité du pouvoir pathogène chez Colletotrichum kahawae, agent de l’anthracnose des baies de 
Coffea arabica. In: Proceedings of the 16 th International Conference on Coffee Science (ASIC), Kyoto 
(Japan), pp 745-749. 
 
Bolwell PP, Page A, Piślewska & Wojtaszek P. (2001) Pathogenic infection and the oxidative 
defences in plant apoplast. Protoplasma 217:20-32. 
 
Bonde MR, Peterson GL & Maas JL. (1991) Isozyme comparisons for identification of Colletotrichum 
species pathogenic to strawberry. Phytopathology 81:1523-1528. 
 
Bradford MM. (1976) A rapid and sensitive method for quantification of microgram quantities of 
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry 72:248-254. 
 
Bridge PD, Waller JM, Davies D & Buddie AG. (2008) Variability of Colletotrichum kahawae in 
relation to other Colletotrichum species from tropical perennial crops and the development of 
diagnostic techniques. Journal of Phytopathology 156:274-280. 
 
Bridson DM. (1982) Studies in Coffea and Psilanthus (Rubiaceae subfam. Cinchonoideae) for part 2 
of 'Flora of Tropical East Africa': Rubiaceae. Kew Bulletin 36:817-859. 
 
Bridson DM. (1986) Additional notes on Coffea (Rubiaceae) from East Tropical Africa. Kew Bulletin 
41:307-311. 
 
Bridson DM. (2003) Coffea. In: Flora Zambesiaca, Vol 5, Part 2, Rubiaceae. Kew Royal Botanic 
Gardens, pp 452-463 (In: Davis et al., 2006). 
 
Campion C, Vian B, Nicole M & Rouxel F. (1998) A comparative study of carrot root tissue 
colonization and cell wall degradation by Pythium violae and Pythium ultimum, two pathogens 
responsible for cavity spot. Canadian Journal of Microbiology 44:221-230. 
 
150 Capítulo 6 
 
 
Caño-Delgado A, Penfield S, Smith C, Catley M & Bevan M. (2003) Reduced cellulose synthesis 
invokes lignification and defense responses in Arabidopsis thaliana. The Plant Journal 34:351-362. 
 
Cardoso APS. (1994) Café, cultura e tecnologia primária. Ministério do Planeamento e 
Administração do Território. Secretaria de Estado da Ciência e Tecnologia. IICT. Lisboa. 169 pp. 
 
Carvalho A, Ferweda FP, Frahm-Leliveld JA, Medina DM, Mendes AJT & Mônaco LC. (1969) 
Coffea arabica Linnaeus and Coffea canephora Pierre ex Frohener. In: Outlines of Perennial Crop 
Breeding in the Tropics. Edited by Ferwerda FP & Wit F, Misc Papers 4 Landbuwhogeschool, 
Wageningen, pp 189-241. 
 
Carvalho A & Mônaco LC. (1976) Café Icatú como fonte de resistência a Colletotrichum coffeanum. 
Bragantia 35: 343-347. 
 
Charrier A & Berthaud J. (1985) Botanical classification of coffee. In: Coffee: Botany, Biochemistry 
and Production of Beans and Beverage. Edited by Clifford MN & Wilson KC, Croom Helm, London 
and Sydney, pp 13-47. 
 
Chen ZJ. (2002) Morphocultural and pathogenic comparisons between Colletotrichum kahawae and 
Colletotrichum gloeosporioides isolated from coffee berries. Tese de Doutoramento. Instituto Superior 
de Agronomia. Universidade Técnica de Lisboa, 163 pp. 
 
Chen Z, Liang J, Zhang C & Rodrigues Jr. CJ. (2006) Epicatechin and catechin may prevent coffee 
berry disease by inhibition of appressorial melanization of Colletotrichum kahawae. Biotechnology 
Letters 28:1637-1640. 
 
Chen Z, Nunes MA, Silva MC & Rodrigues Jr. CJ. (2004) Appressorium turgor pressure of 
Colletotrichum kahawae may have a role in coffee cuticle penetration. Mycologia 96:1199-1208. 
 
Chevalier A. (1947) Les Caféiers du Globe. Encyclopédie Biologique. XXVIII. Fascicule III - 
Systemátique des caféiers et faux-caféiers, maladies et insects nuisibles. Edited by Paul Lechevalier, 
Paris, 356 pp. 
 
Chittoor JM, Leach JE &White FF. (1999) Induction of peroxidase during defense against pathogens. 
In: Pathogenesis-Related Proteins in Plants. Edited by Datta SK & Muthukrishnan S. CRC Press, 
Boca Raton, London, New York, Washington DC, pp 171-193. 
 
Referências bibliográficas 151 
 
 
Correia AMNG. (1995) Manual da Tecnologia do Café. CULTIVAR – Associação de Técnicos da 
Culturas Tropicais., 117 pp. 
 
Coutoron E, Lashermes P & Charrier A. (1998) First inter-generic hybrids (Psilanthus ebracteolatus x 
Coffea arabica L.) in coffee trees. Canadian Journal of Botany 76:542-546. 
 
Croft KPC, Juttner F & Slusarenko AJ. (1993) Volatile products of the lipoxygenase pathway evolved 
from Phaseolus vulgaris L. leaves inoculated with Pseudomonas syringae pv. phaseolicola. Plant 
Physiology 101:13-24. 
 
Cros J, Trouslot P, Anthony F, Hamon S & Charrier A. (1998) Phylogenetic analysis of chloroplast 
DNA variation in Coffea L. Molecular Phylogenetics and Evolution 9:109-117. 
 
Da Ponte AM. (1965) Ainda sobre a pulverização do cafeeiro Arábica com superfosfato de cálcio 
contra a antracnose ou queda dos frutos, normalmente atribuída ao Colletotrichum coffeanum Noack. 
Instituto de Investigação Agronómico de Angola, 6 pp. 
 
Dai GH, Nicole M, Andary C, Martinez C, Bresson E, Boher B, Daniel JF & Geiger JP. (1996) 
Flavonoids accumulate in cell walls, middle lamellae and callose-rich papillae during an incompatible 
interaction between Xanthomonas campestris pv. malvacearum and cotton. Physiological and 
Molecular Plant Pathology 49:285-306. 
 
Davis AP. (2003) A new combination in Psilanthus (Rubiaceae) for Australia, and nomenclatural 
notes on Paracoffea. Novon 13:182-184 (In: Davis et al., 2006). 
 
Davis AP, Bridson DM & Rakotanasolo F. (2005) A re-examination of Coffea subgenus Baracoffea 
and comments on the morphology and classification of Coffea and Psilanthus (Rubiaceae-Coffeeae). 
In: A festschrift for William G. D’Arcy: the legacy of a taxonomist (Monograph in Systematic Botany 
104). Edited by Keating RC, Hollowell VC & Croat T. MBG Press, Missouri, USA, pp 398-420 (In: 
Davis et al., 2006). 
 
Davis AP, Govaerts R, Bridson DM & Stoffelen P. (2006) An annotated taxonomic conspectus of the 
genus Coffea (Rubiaceae). Botanical Journal of the Linnean Society 152:465-512. 
 
Dean RA. (1997) Signal pathways and appressorium morphogenesis. Annual Review of 
Phytopathology 35:211-234. 
 
152 Capítulo 6 
 
 
Dean RA & Kúc J. (1987) Rapid lignifications in response to wounding and infection as a mechanism 
for induced systemic resistance in cucumber. Physiological and Molecular Plant Pathology 31:69-81. 
 
Deepak SA, Ishii H & Park P. (2006) Acibenzolar-S-methyl primes cell wall strengthening genes and 
reactive oxygen species forming/scavenging enzymes in cucumber after fungal pathogen attack. 
Physiological and Molecular Plant Pathology 69:52-61. 
 
Deising HB, Werner S & Wernitz M. (2000) The role of fungal appressoria in plant infection. 
Microbes and Infection 2:1631-1641. 
 
Denoyes-Rothan B, Guérin G, Délye C, Smith B, Minz D, Maymon M & Freeman S. (2003) Genetic 
diversity and pathogenic variability among isolates of Colletotrichum species from strawberry. 
Phytopathology 93:219-228. 
 
Derso E & Waller JM. (2003) Variation among Colletotrichum isolates from diseased coffee berries in 
Ethiopia. Crop Protection 22:561-565. 
 
Dixon RA, Achnine L, Kota P, Liu CJ, Reddy MSS & Wang L. (2002) The phenylpropanoid pathway 
and plant defence – a genomics perspective. Molecular Plant Pathology 3:371-390.  
 
Dixon RA & Paiva NL. (1995) Stress-induced phenylpropanoid metabolism. The Plant Cell 7:1085-
1097. 
 
Do HM, Hong JK, Jung HW, Kim SH, Ham JH & Hwang BK. (2003) Expression of peroxidase-like 
genes, H2O2 production, and peroxidase activity during the hypersensitive response to Xanthomonas 
campestris pv. vesicatoria and Capsicum annuum. Molecular Plant-Microbe Interactions 16:196-205. 
 
Donofrio NM & Delaney TP. (2001) Abnormal callose response phenotype and hypersusceptibility to 
Peronospora parasitica in defence-compromised Arabidopsis nim1-1 and salicylate hydroxylase-
expressing plants. Molecular Plant-Microbe Interactions 14:439-450. 
 
Dorey S, Baillieul F, Pierrel MA, Saindrenan P, Fritig B & Kauffmann S. (1997) Spatial and temporal 
induction of cell death, defense genes, and accumulation of salicylic acid in tobacco leaves reacting 
hypersensitively to a fungal glycoprotein elicitor. Molecular Plant-Microbe Interactions 10:646-655. 
 
Eichler P & Rodrigues Jr. CJ. (2004) Effect of Growth Temperature on Aggressiveness of 
Colletotrichum kahawae Isolates Towards Coffee. In: Proceedings of the 20th International 
Conference on Coffee Science (ASIC), 11-15 October, Bangalore, India, pp 1299-1302. 
Referências bibliográficas 153 
 
 
 
Eschrich W & Currier HB. (1964) Identification of callose by its diachrome and fluochrome reactions. 
Stain Tecnology 39:303-304. 
 
Esele JP, Frederiksen RA & Miller FR. (1993) The association of genes controlling caryopsis traits 
with grain mold resistance in sorghum. Phytopathology 83:490-495. 
 
Esquerré-Tugayé M-T, Boudart G & Dumas B. (2000) Cell wall degrading enzymes, inhibitory 
proteins, and oligosaccharides participate in the molecular dialogue between plants and pathogens. 
Plant Physiological Biochemistry 38:157-163. 
 
Esquerré-Tugayé M-T, Mazau D, Barthe J-P, Lafitte & Touzé A. (1992) Mechanisms of resistance to 
Colletotrichum species. In: Colletotrichum: Biology, Pathology and Control. Edited by Bailey JA & 
Jeger MJ. CAB International, Wallingford UK, pp 121-133. 
 
Felsenstein J. (2007) PHYLIP (Phylogeny Inference Package) version 3.67. Distributed by the author. 
Department of Genome Science and Department of Biology. University of Washington, Seattle, USA 
 
Fernandez D & Lashermes P. (2002) Molecular tools for improving coffee (Coffea arabica L.) 
resistance to parasites. In: Molecular Techniques in crop improvement. Edited by Jain SM, Brar DS & 
Ahloowalia BS. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, pp 327-345. 
 
Fernando THPS, Jayasinghe CK & Wijesundera RLC. (2000) Factors affecting spore production, 
germination and viability of Colletotrichum acutatum isolates from Hevea brasiliensis. Mycological 
Research 104:681-685. 
 
Firman ID. (1964) Screening of coffee for the resistance to coffee berry disease. East African 
Agricultural Journal 29:192-194. 
 
Firman ID & Waller JM. (1977) Coffee berry disease and other Colletotrichum diseases of coffee. 
Phytopathological Papers, No 20. Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey, England, 53 
pp. 
 
Flood J, Gil LF & Waller JM. (2001) Coffee diseases: a clear and present danger. In: Coffee futures; a 
source book of some critical issues confronting the coffee industry. Edited by: Baker PS. CABI-
FEDERACAFE, USDA-ICO, Chinchiná (Colombia), pp 82-93. 
 
154 Capítulo 6 
 
 
Freeman S. (2000) Genetic diversity and host specificity of Colletotrichum species on various fruits. 
In: Colletotrichum: Host Specificity, Pathology and Host-Pathogen Interaction. Edited by Prusky D, 
Freeman S & Dickman MB. APS Press, St. Paul MN, pp 131-144. 
 
Freeman S & Katan T. (1997) Identification of Colletotrichum species responsible for anthracnose and 
root necrosis of strawberry in Israel. Phytopathology 87:516:521. 
 
Freeman S, Katan T & Shabi E. (1996) Characterization of Colletotrichum gloeosporioides isolates 
from avocado and almond fruit using molecular and pathogenicity tests. Applied and Environmental 
Microbiology. 62:1014-1020. 
 
Fungaro MHP. (2000) PCR na Micologia, Diagnóstico e Análise de Variabilidade. Biotecnologia 
Ciência & Desenvolvimento (Brasília) 17:12-16. 
 
Garcia I. (1999) Histologia e ultra-estrutura do processo de infecção de Colletotrichum kahawae e 
Colletotrichum gloeosporioides em Coffea arabica. Tese de Mestrado. Instituto Superior de 
Agronomia, Lisboa, 96 pp. 
 
Gibbs JN. (1969) Inoculum sources for coffee berry disease. Annals of Applied Biology 64:515-522. 
 
Gichuru EK. (1997) Resistance mechanisms in Arabica coffee to coffee berry disease (Colletotrichum 
kahawae Sp. Nov.) – A Review. Kenya Coffee 727:2441-2444. 
 
Gichuru EK, Agwanda CO, Combes M-C, Mutitu EW, Ngugi ECK, Bertrand B & Lashermes P. 
(2006) Characterisation and genetic mapping of a gene conferring resistance to coffee berry disease 
(Colletotrichum kahawae) in Arabica Coffee (Coffea arabica L.) In: Proceedings of the 21th 
International Conference on Coffee Science (ASIC), 11-15 September. Montpellier, France, pp 786-
793. 
 
Gichuru EK, Agwanda CO, Combes M-C, Mutitu EW, Ngugi ECK, Bertrand B & Lashermes P. 
(2008) Identification of molecular markers linked to a gene conferring resistance to coffee berry 
disease (Colletotrichum kahawae) in Coffea arabica. Plant Pathology 57:1117-1124. 
 
Gichuru EK, Várzea VMP, Rodrigues Jr. CJ & Masaba DM. (2000) Vegetative compatibility grouping 
of Colletotrichum kahawae in Kenya. Journal of Phytopathology 148:233-237. 
 
Goodman RN & Novacky AJ. (1994) The hypersensitive reaction in plant to pathogen: a resistance 
phenomenon. APS Press, St. Paul, Minnesota, 244 pp. 
Referências bibliográficas 155 
 
 
 
Graham TL & Graham MY. (1991) Cellular coordinations of molecular responses in plant defense. 
Molecular Plant-Microbe Interactions 4:415-422 (In: Sedlářova M & Lebeda A, 2001). 
 
Griffiths E. (1968) Plant pathology. Annual Report of the Coffee Research Foundation 1967/68, 
Kenya, pp 43-48. 
 
Griffiths E, Gibbs JN & Waller JM. (1971) Control of coffee berry disease. Kenya Coffee 36:307-328. 
 
Grisebach H. (1981) Lignins. In: The Biochemistry of Plants Vol. 7, Secundary Plant Products. Edited 
by Conn EE, Academic Press, New York, pp 457-478. 
 
Guedes MEM. (1988) Isozymes studies in compatible and incompatible Coffea arabica – Hemileia 
vastatrix interactions. Brotéria Genética LX:83-92. 
 
Guerra-Guimarães L. (2004) Proteínas relacionadas com a patogenicidade na interacção cafeeiro-
ferrugem alaranjada. Tese de Doutoramento. Faculdade de Ciências, Universidade de Lisboa, Lisboa, 
101 pp. 
 
Guerra-Guimarães L, Azinheira HG, Martins AC, Silva MC, Gichuru EK, Várzea V & Bertrand B. 
(2006) Antagonistic interaction between Epicoccum nigrum and Colletotrichum kahawae, the causal 
agent of coffee berry disease. In: Proceedings of the 21th International Conference on Coffee Science 
(ASIC), 11-15 September. Montpellier, France, pp 1284-1290. 
 
Hammerschmidt R. (1999) Induced disease resistance: how do induced plants stop pathogens? 
Physiological and Molecular Plant Pathology 55:77-84. 
 
Hammerschmidt R. (2003) Phytoalexin accumulation: response or defense. Physiological and 
Molecular Plant Pathology 62:125-126. 
 
Hammerschmidt R & Nicholson RL. (1999) A survey of plant defense responses to pathogens. In: 
Induced Plant Defenses Against Pathogens and Herbivores. Edited by Agrawal AA, Tuzun S & Bent 
E. APS Press, St. Paul, Minnesota, pp. 55–71. 
 
Heath MC. (1992) Structural changes at the plant-fungal interface. International Journal of Plant 
Sciences 153:S182-S189. 
 
156 Capítulo 6 
 
 
Heath MC. (1997) Signalling between pathogenic rust fungi and resistant or susceptible host plants. 
Annals of Botany 80:713-720. 
 
Heath MC. (2000) Hypersensitive response-related death. Plant Molecular Biology 44:321-334. 
 
Hills DM & Dixon MT. (1991) Ribosomal DNA: molecular evolution and phylogenetic inference. 
Quarterly Review of Biology 64:411-453. 
 
Hindorf H. (1970) Colletotrichum spp. isolated from Coffea arabica L. in Kenya. Zeitschrift fur 
Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz 77: 328-331. 
 
Hinojo MJ, Llorens A, Mateo R, Patiño B, González-Jaén MT & Jiménez M. (2004) Utility of the 
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphisms of the intergenic spacer region 
of the rDNA for characterizing Gibberella fujikuroi isolates. Systematic and Applied Microbiology 
27:681:688. 
 
Horvath BJ & Vargas Jr. JM. (2004) Genetic variation among Colletotrichum graminicola isolates 
from four hosts using isozyme analysis. Plant disease 88:402:406. 
 
Jalloul A, Montillet JL, Assigbetsé K, Agnel JP, Delannoy E, Daniel JF, Marmey P, Geiger JP & 
Nicole M. (2002) Lipid peroxidation in cotton – Xanthomonas interactions. Role of lipoxygenases 
during the hypersensitive reaction and leaf blight. Plant Journal 32:1-12. 
 
Jeffries P & Koomen I. (1992) Strategies and prospects for biological control of diseases caused by 
Colletotrichum. In: Colletotrichum, Edited by Jeger MJ & Bailey JA, CAB International, Wallingford, 
pp 337-357. 
 
Katan T & Shabi E. (1996) Vegetative compatibility among isolates of Colletotrichum 
gloeosporioides from almond in Israel. European Journal of Plant Pathology 102:597-600.  
 
Kim KH, Yoon JB, Park HG, Park EW & Kim YH. (2004) Structural modifications and programmed 
cell death of chili pepper fruit related to resistance responses to Colletotrichum gloeosporioides 
infection. Phytopathology 94:1295-1304. 
 
Kimura M. (1980) A simple model for estimating evolutionary rates of base substitutions through 
comparative studies of nucleotide sequences. Journal of Molecular Evolution 16:111-120. 
 
Referências bibliográficas 157 
 
 
Kirk PM, Cannon PF, David JC & Stalpers JA. (2001) Dictionary of the Fungi. 9th Edition. CAB 
International, Wallingford, UK, 655 pp. 
 
Konstantinova P & Yli-Mattila T. (2004) IGS-RFLP analysis and development of molecular markers 
for identification of Fusarium poae, Fusarium langsethiae, Fusarium sporotrichioides and Fusarium 
kyushuense. International Journal of Food Microbiology 95:321-331. 
 
Laemmli UK. (1970) Cleavage of structural proteins during the essembly of the head of bacteriophage 
T4. Nature 227:680-685. 
 
Lampard JF & Carter GA. (1973) Chemical investigations on resistance to coffee berry disease in 
Coffea arabica. An antifungal compound in coffee cuticular wax. Annals of Applied Biology 73:31-37. 
 
Landes M & Hoffman GM. (1979) Ultrahistological investigations of the interactions in compatible 
and incompatible systems of Phaseolus vulgaris and Colletotrichum lindemuthianum. 
Phytopathologische Zeitschrift 96:330-351.  
 
Lashermes P, Combes MC, Prakash NS, Trouslot P, Lorieux M & Charrier A. (2001) Genetic linkage 
map of Coffea canephora: effect of segregation distortion and analysis of recombination rate in male 
and female meioses. Genome 44:589:596. 
 
Lashermes P, Combes MC, Robert J, Trouslot P, D'Hont A, Anthony F & Charrier A. (1999) 
Molecular characterisation and origin of the Coffea arabica L. Genome. Molecular Genes Genetic 
261:259-266. 
 
Lashermes P, Combes MC, Trouslot P & Charrier A. (1997) Phylogenetic relationships of coffee tree 
species (Coffea L.) as inferred from ITS sequences of nuclear ribosomal DNA. Theoretical and 
Applied Genetics 94:947-955. 
 
Lashermes P, Paczek V, Trouslot P, Combes MC, Couturon E & Charrier A. (2000) Single-locus 
inheritance in the allotetraploid Coffea arabica L. and interspecific hybris C. arabica x C. canephora. 
Journal of Heredity 91:81-85. 
 
Lashermes P, Trouslot P, Anthony F, Combes MC & Charrier A. (1996) Genetic divertity of RAPD 
markers between cultivated and wild accessions of Coffea arabica. Euphytica 87:59-64. 
 
Latunde-Dada AO. (2001) Colletotrichum: tales of forcible entry, stealth, transient confinement and 
breakout. Molecular Plant Pathology 2:187-198. 
158 Capítulo 6 
 
 
 
Latunde-Dada AO & Lucas JA. (2007) Localized hemibiotrophy in Colletotrichum: cytological and 
molecular taxonomic similarities among C. destructivum, C. linicola e C. truncatum. Plant Pathology 
56:437-447. 
 
Leandro LFS, Gleason ML, Nutter Jr FW, Wegulo SN & Dixon PM. (2001) Germination and 
sporulation of Colletotrichum acutatum on symptomless strawberry leaves. Phytopathology 91:659-
664. 
 
Leite B & Nicholson RL. (1992) Mycosporine alanine – a self-inhibitor of germination from the 
conidial mucilage of Colletotrichum graminicola. Experimental Mycology 16:76-86 (in Skipp et al., 
1995). 
 
Leroy JF. (1980) Les grandes lignées de caféiers. In: Proceedings of the 9th International Conference 
on Coffee Science (ASIC), 16-20 June, London, UK, pp 473-477.  
 
Lewis NG & Yamamoto E. (1990) Lignin: Occurrence, biogenesis and biodegradation. Annual Review 
of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 41: 455-496. 
 
Lima MLF & Menezes M. (2002) Estudo comparativo de isolados de Colletotrichum graminicola 
através da análise eletroforética de padrões proteicos e isoenzimáticos. Fitopatologia Brasileira 27:12-
16 
 
Lima Filho RM, Oliveira SMA & Menezes M. (2003) Caracterização enzimática e patogenicidade 
cruzada de Colletotrichum spp. associados a doenças de pós-colheita. Fitopatologia Brasileira 28:620-
625. 
 
Llorens A, Hinojo MJ, Mateo R, González-Jaén MT, Valle-Algarra FM, Logrieco A & Jiménez M. 
(2006 a) Characterization of Fusarium spp. isolates by PCR-RFLP analysis of the intergenic spacer 
region of the rRNA gene (rDNa). International Journal of Food Microbiology 106:297-306. 
 
Llorens A, Hinojo MJ, Mateo R, Medina A, Valle-Algarra FM, González-Jaén MT & Jiménez M. 
(2006 b) Variability and characterization of mycotoxin-producing Fusarium spp. isolates by PCR-
RFLP analysis of the IGS-rDNa region. Antoine van Leeuwenhoek 89:465-478. 
 
LO S-CC, Verdier KD & Nicholson RL. (1999) Accumulation of 3-deoxyanthocyanidin phytoalexins 
and resistance to Colletotrichum sublineolum in sorghum. Physiological and Molecular Plant 
Pathology 55:263-273. 
Referências bibliográficas 159 
 
 
 
Louis I, Chew A & Lim G. (1988) Influence of spore density and extracellular conidial matrix on 
spore germination in Colletotrichum capsici. Transactions of the British Mycological Society 91:694-
697. 
 
Loureiro A, Várzea V, Guerra-Guimarães L, Ribeiro A, Silva MC & Bertrand B. (2006) 
Characterization of Colletotrichum kahawae diversity. In: Proceedings of the 21th International 
Conference on Coffee Science (ASIC). 11-15 September. Montpellier, France, pp 1277-1283. 
 
Lubbe CM, Denman S, Cannon PF, Groenewald JZ, Lamprecht SC & Crous PW. (2004) 
Characterization of Colletotrichum species associated with diseases of Proteaceae. Mycologia 
96:1268-1279. 
 
Luo J-L, Bao K, Nie M, Zhang W-Q, Xiao M & Li B. (2007) Cladistic and phenetic analyses of 
relationships among Fusarium spp. in Dongtan wetland by morphology and isozymes. Biochemical 
Systematics and Ecology 35:410-420. 
 
Macedo FWVP. (1994) A antracnose dos frutos do cafeeiro induzida pelo fungo Colletotrichum 
coffeanum Noack. Relatório Final de Estágio. Universidade de Trás-os-Montes e Alto Douro, Vila 
Real, 41 pp. 
 
Manga MB. (1999) Étude de la diversité de Colletotrichum kahawae responsable de l’anthracnose des 
baies et caracterisation de la résistance du caféier arabica à cet agent pathogène. Thèse Doctorat. 
Université Montpellier, Montpellier, France. 
 
Manga MB, Bieysse D, Mouen Bedimo JA, Akalay I, Bompard E & Berry D. (1997) Observation sur 
la diversité de la population de Colletotrichum kahawae agent de l’anthracnose des baies du caféier 
Arabica. Implications pour l’améloration génétique. In: Proceedings of the 17th International 
Conference on Coffee Science (ASIC). Nairobi, Quénia, pp 604-612. 
 
Manga MB, Bieysse D, Mouen Bedimo JA, Nyass S & Berry D. (2001) Elaboration d’une stratégie de 
lutte durable et efficace contre l’anthracnose des baies du caféier Arabica dans les hautes terres de 
l’Ouest-Cameroun: bilan des connaissances acquises et perspectives. In: Proceedings of the 19th 
International Conference on Coffee Science (ASIC). 14 – 18 May, Trieste, Italy. 
 
Manuel L. (2007) Caracterização da variabilidade a nível patogénico e molecular de Colletotrichum 
kahawae Waller & Bridge de Angola e pesquisa da resistência em Coffea spp. Tese de Doutoramento. 
Instituto Superior de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa, Lisboa, 168 pp. 
160 Capítulo 6 
 
 
 
Marte M & Montalbini P. (1972) Microfluorescenza in foglie di fagiolo suscettibile e resistente alla 
ruggine. Phytopathologische Zeitschrift, 75: 59-73. 
 
Masaba DM. (1982) Mechanisms of resistance. Annual Report 1977/78. Coffee Research Foundation. 
Kenya, 72 pp. 
 
Masaba DM. (1991) The role of saprophytic surface microflora in the development of coffee berry 
disease (Colletotrichum coffeanum) in Kenya. Thes. Doc. Phil. University of Reading, Reading, 
209 pp.  
 
Masaba DM & Helderman K. (1985) Mechanisms of resistance to CBD: Annual Report 1984/85. 
Coffee Research Foundation, Kenya, 101 pp. 
 
Masaba DM & Van der Vossen HAM. (1982) Evidence of cork barrier formation as a resistance 
mechanism to berry disease (Colletotrichum coffeanum) in arabica coffee. Netherlands Journal of 
Plant Pathology 88:19-32. 
 
Masaba DM & Waller JM. (1992) Coffee berry disease: the current status. In: Colletotrichum: 
Biology, Pathology and Control. Edited by Bailey JA & Jeger MJ. CAB International, Wallingford 
UK, pp 237-249. 
 
Masel JA, Irwin G & Manners JM. (1992) DNA addition or deletion is associated with a major 
karyotype polymorphism in the fungal phytopathogen Coletotrichum gloeosporioides. Molecular and 
General Genetics 237:73-80. 
 
McDonald J. (1926) A preliminary account of a disease of green coffee berries in Kenya Colony. 
Transactions of the British Mycological Society 11:145-154. 
 
McDonald BA, Mcdermott JM, Goodwin SB & Allard RW. (1989) The population biology of 
host-pathogen interactions. Annual Review of Phytopathology 27:77-94. 
 
Meeley RB, Johal GS, Briggs SP & Walton JD. (1992) A biochemical phenotype for a disease 
resistance gene of maize. The Plant Cell 4:71-77. 
 
Mello AFS, Machado ACZ & Bedendo IP. (2004) Development of Colletotrichum gloeosporioides 
isolated from green pepper in different culture media, temperatures, and light regimes. Scientia 
Agricola 61:542-544. 
Referências bibliográficas 161 
 
 
 
Mendgen K & Hahn M. (2002) Plant infection and the establishment of fungal biotrophy. Trends in 
Plant Science 7:352-356. 
 
Mendgen K, Hahn M & Diesing H. (1996) Morphogenesis and mechanisms of penetration by plant 
pathogenic fungi. Annual Review of Phytopathology 34:367-386. 
 
Mercer PC, Wood RKS & Greenwood AD (1971). Initial infection of Phaseolus vulgaris by 
Colletotrichum lindemuthianum. In: Ecology of Leaf Surface Micro-organims. Edited by: Preece TF & 
Dickinson CH. Academic Press, London, pp 381-389 (In: Bailey et al., 1992). 
 
Micales JA, Alfenas AC & Bonde MR. (1998) Isoenzimas na taxonomia e na genética de fungos. In: 
Electroforese de isoenzimas e proteínas afins. Fundamentos e aplicações em plantas e 
microrganismos. Editado por Alfenas CA. Editora UFV, Universidade Federal de Viçosa, Brasil, 
pp 477-512.  
 
Mims CW & Vaillancourt LJ. (2002) Ultrastructural characterization of infection and colonization of 
maize leaves by Colletotrichum graminicola and by a C. graminicola pathogenicity mutant. 
Phytopathology 92:803-812. 
 
Mishra PK, Tewari JP, Clear RM & Turkington TK. (2006) Genetic diversity and recombination 
within populations of Fusarium pseudograminearum from western Canada. International 
Microbiology 9:65-68. 
 
Moncada P & McCouch S. (2004) Simple sequence repeat diversity in diploid and tetraploid Coffea 
species. Genome 47:501-509. 
 
Montillet JL, Chamnongpol S, Rustérucci C, Dat J, de Cotte B, Agnel JP, Battesti C, Inzé D, van 
Breusegem F & Triantaphylidès C. (2005) Fatty acid hydroperoxydes and H2O2 in the execution of 
hypersensitive cell death in tobacco leaves. The Plant Journal 138:1516-1526. 
 
Mould MJR, Boland GJ & Robb J. (1991 a) Ultrastructure of the Colletotrichum trifolii-Medicago 
sativa pathosystem, I. Pre-penetration events. Physiological and Molecular Plant Pathology 38:179-
194. 
 
Mould MJR, Boland GJ & Robb J. (1991 b) Ultrastructure of the Colletotrichum trifolii-Medicago 
sativa pathosystem, II. Post-penetration events. Physiological and Molecular Plant Pathology 38:195-
210. 
162 Capítulo 6 
 
 
 
Muller RA. (1964) L’anthracnose des baies du caféier d’arabie (Coffea arabica) due à Colletotrichum 
coffeanum Noack au Cameroum. I.F.C:C: Bulletim nº 6:9-38. 
 
Muller RA. (1980) Contribution à la connaissance de la phytomycocénose constituée par Coffea 
arabica L., Colletotrichum coffeanum Noack (sensu Hindorf), Hemileia vastatrix Ber. et Br., Hemileia 
coffeicola Maublanc et Roger. I.F.C.C. Bulletim nº15, 176 pp. 
 
Munch S, Lingner U, Floss DS, Ludwig N, Sauer N & Deising HB. (2008) The hemibiotrophic 
lifestyle of Colletotrichum species. Journal of Plant Physiology 165:41-51. 
 
Murphy RW, Sites Jr JW, Buth DG & Haufler CH. (1996) Proteins: Isozyme Electrophoresis. In: 
Molecular Systematics 2nd Edition. Edited by: Hillis DM, Moritz C & Mable BK. Sinauer Associates, 
Sunderland, MA, pp 51-120. 
 
Nair J & Corbin JB. (1981) Histopathology of Pinus radiata seedlings infected with Colletotrichum 
acutatum f. sp. pinea. Phytopathology 71:777-783. 
 
Nave EB & Sauhey VK. (1986) Enzymatic changes in post-meiotic anther development in Petunia 
hybrida. I. Anther onthogeny and isoenzymes analyses. Journal Plant Physiology 125:451-465.  
 
Neto FE, Nakamura K & Oliveira JC. (1994) Influência de alguns fatores na germinação de conídios, 
no crescimento micelial e na esporulação de alguns isolados de Colletotrichum gloeosporioides, 
obtidos de Passiflora. Summa Phytopathologica 20:96-100. 
 
Neu R. (1956) A new reagent for differentiating and determining flavones on paper chromatograms. 
Naturwissenschaften 43:82. 
 
Nicholson RL. (1992) Colletotrichum graminicola and the anthracnose disease of corn and sorghum. 
In: Colletotrichum. Biology, Pathology and Control. Edited by Bailey JA & Jeger MJ. CAB 
International, Wallingford UK, pp 186-202. 
 
Nicholson RL, Butler LG & Asquith TN. (1986) Glycoproteins from Colletotrichum graminicola that 
bind phenols: implications for survival and virulence of phytopathogenic fungi. Phytopathology 
76:1315-1318 (in Bailey et al., 1992). 
 
Referências bibliográficas 163 
 
 
Nicholson RL & Epstein L. (1991) Adhesion of fungi to the plant surface: Pre-requisite for 
pathogenesis. In: The Fungal Spore and Disease Initiation in Plants and Animals. Edited by Hoch H 
& Cole G. Plenum Press, New York, pp 3-23. 
 
Nicholson RL & Hammerschmidt R. (1992) Phenolic compounds and there role in disease resistance. 
Annual Review of Phytopathology 30:369-386. 
 
Nutman FJ & Roberts FM. (1960 a) Investigations on a disease of Coffea arabica caused by a form of 
Colletotrichum coffeanum Noack. I. Some factors affecting infection by the pathogen. Transactions of 
the British Mycological Society 43:489-505. 
 
Nutman FJ & Roberts FM. (1960 b) Investigations on a disease of Coffea arabica caused by a form of 
Colletotrichum coffeanum Noack. II. Some factors affecting germination and infection and their 
relation to disease distribution. Transactions of the British Mycological Society 43:643-659. 
 
O´Connell RJ & Bailey JA. (1986) Cellular interactions between Phaseolus vulgaris and the 
hemibiotroph Colletotrichum lindemuthianum. In: Biology and Molecular Biology of Plant-Pathogen 
Interactions. Edited by Bailey JSA. Springer–Verlag, Berlin, pp.39-48. 
 
O’Connell RJ & Bailey JA. (1991) Hemibiotrophy in Colletotrichum lindemuthianum. In: Electron 
Microscopy of Plant Pathogens. Edited by Mendgen K & Lesemann ED. Springer-Verlag, Berlin, pp. 
211-222. 
 
O’Connell RJ, Bailey JA & Richmond DV. (1985) Cytology and physiology of infection of Phaseolus 
vulgaris by Colletotrichum lindemuthianum. Physiological Plant Pathology 27:75-98. 
 
O’Connell RJ, Brown IR, Mansfield JW, Bailey JA, Mazau D, Rumeau D & Esquerré-Tugayé MT. 
(1990) Immunocytochemical localization of hydroxyproline-rich glycoproteins accumulating in melon 
and bean at sites of resistance to bacteria and fungi. Molecular Plant-Microbe Interactions 3:33-40. 
 
O’Connell RJ, Pain NA, Hutchison KA, Jones GL & Green JR. (1996) Ultrastructure and composition 
of the cell surfaces of the infection structures formed by the fungal plant pathogen Colletotrichum 
lindemuthianum. Journal of Microscopy 181:204-212. 
 
O’Connell RJ, Perfect SE, Hughes HB, Carazaniga R & Bailey JA. (2000) Dissecting the cell biology 
of Colletotrichum infection processes. In: Colletotrichum: Host Specificity, Pathology and 
Host-Pathogen Interaction, Edited by Prusky D, Freeman S & Dickman MB. APS Press, St. Paul MN, 
pp 57-76. 
164 Capítulo 6 
 
 
 
OIC (2003) Data concepts and variables used in the statistics of the organization. International Coffee 
Organization. In: www.ico.org. 
 
OIC (2008) Annual review 2006/2007. International Coffee Organization. In: www.ico.org. 37 pp. 
 
Omondi CO, Ayiecho PO, Mwang’ombe AW & Hindorf H. (2000) Reaction of Some Coffea arabica 
Genotypes to Strains of Colletotrichum kahawae, the Cause of Coffee Berry Disease. Journal of 
Phytopathology 148:61-63. 
 
Omondi CO, Hindorf H, Welz HG, Saucke D, Ayiecho PO & Mwang’ombe AW. (1997) Genetic 
diversity among isolates of Colletotrichum kahawae causing coffee berry disease. Proceedings of the 
17 th International Conference on Coffee Science (ASIC), Nairobi, Kenya, pp 800-803. 
 
O’Neil TM & Mansfield JW. (1982) Antifungal activity of hydroxyflavans and other flavonoids. 
Transactions of the British Mycological Society 79:229-237 (In: Pezet & Pont, 1995). 
 
Orozco-Castillo C, Chalmers KJ, Powell W & Waugh R. (1996) RAPD and organelle specific PCR 
re-affirms taxonomic relationships within the genus Coffea. The Plant Cell Report 15:337-341. 
 
Orozco-Miranda EF. (2003) Caracterização morfológica, molecular, bioquímica e patogênica de 
isolados Colletotrichum spp. associados ao cafeeiro em Minas Gerais e comparação com 
Colletotrichum kahawae. Tese de Doutoramento. Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas 
Gerais, Brasil, 147 pp. 
 
Osório N. (2002) The impact of the crisis of low coffee prices. International Coffee Organization, 
4 pp. 
 
Osório N. (2005) The Global Coffee Crisis: A threat to sustainable development. International Coffee 
Organization, 4 pp. 
 
Padder BA, Sharma PN, Sharma OP & Kapoor V. (2007) Genetic diversity and gene flow estimates 
among five populations of Colletotrichum lindemuthianum across Himachal Pradesh. Physiological 
and Molecular Plant Pathology 70:8-12. 
 
Pantou MP, Mavridou A & Typas MA. (2003) IGS sequence variation, group-I introns and the 
complete nuclear ribosomal DNA of the entomopathogenic fungus Metarhizium: excellent tools for 
isolate detection and phylogenetic analysis. Fungal Genetics and Biology 38:159-174. 
Referências bibliográficas 165 
 
 
 
Pedro JM. (1963) Uma comunicação à cerca do estudo da “Queda do fruto do café arábica”. IV 
Jornadas Silvo-Agronómicas. Chianga, Nova-Lisboa, Angola, 7 pp. 
 
Pedro JM. (1996) Controlo biológico da antracnose dos frutos de Coffea arabica pelo Bacillus subtilis 
em condições de laboratório. INIA, EAN, Oeiras, 39 pp. 
 
Pedro JM, Martins AC, Azinheira HG, Silva MC, Várzea V, Guerra-Guimarães L, Gichuru EK, 
Rodrigues Jr. CJ & Bertrand B. (2004) Antagonistic interaction between Bacillus subtilis and 
Colletotrichum kahawae the causal agent of coffee berry disease. In: 20th International Conference on 
Coffee Science (ASIC), 11-15 October, Bangalore, India, Abstrat. 
 
Peng M & Kúc J. (1992) Peroxidase-generated hydrogen peroxide as a source of antifungal activity in 
vitro and on tobacco leaf disks. Phytopathology 82:696-699. 
 
Perfect SE & Green JR. (2001) Infection structures of biotrophic and hemibiotrophic fungal plant 
pathogens. Molecular Plant Pathology 2:101-108.  
 
Perfect SE, Hughes HB, O’Connell RJ & Green JR. (1999) Colletotrichum: A model genus for studies 
on pathology and fungal-plant interactions. Fungal Genetics and Biology 27:186-198. 
 
Pezet R & Pont V. (1995) Mode of toxic action of vitaceae stilbenes on fungal cells. In: Handbook of 
phytoalexin metabolism and action. Edited by Daniel M & Purkayastha RP. Marcel Dekker Inc, New 
York, pp 317-331. 
 
Poncet V, Rondeau M, Tranchant C, Cayrel A, Hamon S, Kochko A de & Hamon P. (2006) SSR 
mining in coffee tree EST databases: potential use of EST-SSrs as markers for the Coffea genus. 
Molecular Genetics and Genomics 276:436-449. 
 
Pring RJ, Nash C, Zakaria C & Bailey JA. (1995) Infection process and host range of Colletotrichum 
capsici. Physiological and Molecular Plant Pathology 46:137-152. 
 
Purseglove JW. (1974) Tropical crops. Dicotyledons. Longman, Singapore, 719 pp. 
 
Raeder U & Broda P. (1985) Rapid preparation of DNA from filamentous fungi. Letters in Applied 
Microbiology 1:17-20. 
 
166 Capítulo 6 
 
 
Raina SN, Mukai Y & Yamamoto M. (1998) In situ hybridization identifies the diploid progenitor 
species of Coffea arabica (Rubiaceae). Theoretical and Applied Genetics 97:1204-1209. 
 
Rasmussen JB, Smith JA, Williams S, Burkhart W, Ward E, Sumerville SC, Ryals J & 
Hammerschmidt R. (1995) cDNA cloning and systemic expression of acidic peroxidases associated 
with systemic acquired resistance to disease in cucumber. Physiological and Molecular Plant 
Pathology 46:389-400. 
 
Rayner RW. (1952) Coffee Berry Disease. A survey of investigations carried out up to 1950. East 
African Agricultural and Forestry Journal 17:130-158. 
 
Rego AM, Maffia LA & Alfenas AC. (1994) Virulência e análise de isoenzimas de Colletotrichum 
orbiculare. Fitopatologia Brasileira 19:552-559. 
 
Richael C & Gilchrist D. (1999) The hypersensitive response: a case of hold or fold. Physiological and 
Molecular Plant Pathology 55:5-12. 
 
Ride JP. (1978) The role of cell wall alterations in resistance to fungi. Annals of Applied Biology 
89:302-306 (In: Nicholson & Hammerschmidt, 1992). 
 
Ride JP. (1985) Nonhost resistance to fungi. In: Mechanisms of Resistance to Plant Diseases. Edited 
by Faser RSS. Nighoff M & Junk W Publishers, Dordrecht, Boston, Lancaster, pp 29-61. 
 
Rijo L & Rodrigues Jr. CJ. (1978) Processo de infecção de Hemileia vastatrix Berk & Br. em 
cultivares susceptíveis e resistentes de Coffea arabica L. Garcia de Orta (Série de Estudos 
Agronómicos) 5:23-24. 
 
Rijo L & Sargent JA. (1974) The fine structure of the coffee leaf rust, Hemileia vastatrix. Canadian 
Journal of Botany 52:1363-1367. 
 
Rijo L & Vasconcelos MI. (1984) Formação de calose e de lenhina em combinações incompatíveis 
Coffea sp.-H. vastatrix. Simpósio sobre Ferrugens do Cafeeiro. Comunicações. Editado pelo Instituto 
de Investigação Científica Tropical. Oeiras, Portugal, 17-20 Outubro, pp 267-281. 
 
Robertson EF, Dannelly HK, Mallory PJ & Reeves HC. (1987) Rapid isoelectric focusing in a vertical 
polyacrylamide minigel system. Analytical Biochemistry 167:290-294.  
 
Referências bibliográficas 167 
 
 
Rodrigues Jr. CJ. (2002) Centro de Investigação das Ferrugens do Cafeeiro. Estudos e Ensaios. 
Edição Fundação Marquês de Pombal. Oeiras, Portugal, 55 pp.  
 
Rodrigues Jr. CJ, Várzea VMP, Hindorf H & Medeiros EF. (1991) Strains of Colletotrichum 
coffeanum Noack causing Coffee Berry Disease in Angola and Malawi with characteristics different to 
Kenya strain. Journal of Phytopathology 131:205-209. 
 
Rodrigues Jr. CJ, Várzea VMP, Medeiros EF. (1992) Evidence for the existence of physiological races 
of Colletotrichum coffeanum Noack sensu Hindorf. Kenya Coffee 57:1417-1420. 
 
Rohlf FJ. (1997) Numerical taxonomy and multivariate analysis system. Exeter Publishing, New York. 
 
Saag P, Paaver T & Väli Ü. (2007) Lack of between- and within-species isoenzyme variability in 
Aquila eagles (Aves: Accipitriformes). Biochemical Systematics and Ecology 35:774-776. 
 
Sabatini G. (2003) Técnicas moleculares no diagnóstico da resistência. Biológico 65:29-32. 
 
Salles II, Blount JW, Dixon RA & Schubert K. (2002) Phytoalexin induction and β-1,3-glucanase 
activities in Colletotrichum trifolii infected leaves of alfafa (Medicago sativa L.). Physiological and 
Molecular Plant Pathology 61:89-101. 
 
Sambrook J, Fritsch EF & Maniatis T. (1989) Molecular Cloning: a laboratory manual. 2nd 
Edition.Cold Sring Harbour Laboratory Press, New York, USA. 
 
Sedlářova M & Lebeda A. (2001) Histochemical detection and role of phenolic compounds in the 
defense response of Lactuca spp. to lettuce downy mildew (Bremia lactucae). Journal of 
Phytopathology 149:693-697. 
 
Scandalios JG. (1969) Genetic control of multiple forms of enzymes in plants: a review. Biochemical 
Genetics 3:37-39. 
 
Sharma PN, Kaur M, Sharma OP, Sharma P & Pathania A. (2005) Morphological, pathological and 
molecular variability in Colletotrichum capsici, the cause of fruit rot of chillies in the subtropical 
region of North-western India. Journal of Phytopathology 153:232-237. 
 
Sharp D, Braithwaite KS, Irwin JAG & Manners JM. (1990) Biochemical and cytochemical responses 
of Stylosanthes guianensis to infection by Colletotrichum gloeosporioides: association of callose 
deposition with resistance. Canadian Journal of Botany 68:505-511. 
168 Capítulo 6 
 
 
 
Shaw CR & Prasad R. (1970) Starch gel electrophoresis of enzymes – a compilation of recipes. 
Biochemical Genetics 4:297-320. 
 
Shimada C, Lipka V, O’Connell R, Okuno T, Schulze-Lefert P & Takano Y. (2006) Nonhost 
resistance in Arabidopsis – Colletotrichum interactions acts at the cell periphery and requires actin 
filament function. Molecular Plant-Microbe Interactions 19:270-279. 
 
Silva MC, Nicole M, Guerra-Guimarães L & Rodrigues Jr. CJ. (2002) Hypersensitive cell death and 
post-haustorial defense responses arrest the orange rust (Hemileia vastatrix) growth in resistant coffee 
leaves. Physiological and Molecular Plant Pathology 60:169-183. 
 
Silva MC, Nicole M, Rijo L, Geiger JP & Rodrigues Jr. CJ. (1999 a) Cytochemistry of plant-rust 
fungus interface during the compatible interaction Coffea arabica (cv. Caturra)-Hemileia vastatrix 
(race III). International Journal of Plant Sciences 160:79-91. 
 
Silva MC, Rijo L & Rodrigues Jr. CJ. (1985) Differences in agressiveness of two isolates of race III of 
Hemileia vastatrix on cultivar Caturra of Coffea arabica. In: Proceedings of the 11th International 
Scientific Colloquium on Coffee (Asic), 11-15 February, Lomé, France, pp 635-645. 
 
Silva MC, Rijo L, Rodrigues Jr. CJ & Vasconcelos MI. (1992) Histological study of the 
heterozogosity effect of coffee resistance genes SH1 and SH4SH5 towards Hemileia vastatrix. Brotéria 
Genética 13:169-184. 
 
Silva MC, Várzea V, Guerra-Guimarães L, Azinheira HG, Fernandez D, Petitot A-S, Bertrand B, 
Lashermes P & Nicole M. (2006) Coffee resistance to the main diseases: leaf rust and coffee berry 
disease. Brazilian Journal of Plant Physiology 18:119-147. 
 
Silva MC, Várzea VMP, Rijo L, Rodrigues Jr. C J & Moreno G. (1999 b) Cytological studies in 
Hibrido de Timor derivatives with resistance to Colletotrichum kahawae. Proceedings of the 18th 
International Conference on Coffee Science. 2-6 August, Finland, Abstract A 130. 
 
Skalamera D & Heath MC. (1995) Changes in the plant endomembrane system associated with calose 
synthesis during the interaction between cowpea (Vigna unguiculata) and the cowpea rust fungus 
(Uromyces vignae). Canadian Journal of Botany 73:1731-1738. 
 
Skipp RA, Beever RE, Sharrock KR, Rikkerink EHA & Templeton MD. (1995) Colletotrichum. In: 
Pathogenesis and Host Specificity in Plant Diseases. Histopathological, Biochemical and Molecular 
Referências bibliográficas 169 
 
 
Bases. Volume II Eukaryotes. Edited by Kohmoto K, Singh US & Singh RP. Elsevier Science Ltd 
(Pergamon), Oxford (UK), pp 357-374. 
 
Smith AW. (1989) Introduction. In: Coffee Chemistry Vol. 1. Edited by Clarke RJ & Macrae R. 
Elsevier Applied Science Publishers LTD, London and New York, pp 1-44. 
 
Smith JA & Hammerschmidt R. (1988) Comparative study of acidic peroxidases associated with 
induced resistance in cucumber, muskmelon and watermelon. Physiological and Molecular Plant 
Pathology 33:255-261. 
 
Sreenivasaprasad S, Brown AE & Mills PR. (1993) Coffee Berry Disease pathogen in Africa: genetic 
structure and relationship to the group species Colletotrichum gloeosporioides. Mycological Research 
97: 995-1000. 
 
Sreenivasaprasad S, Mills PR, Meehan BM & Brown AE. (1996) Phylogeny and systematic of 18 
Colletotrichum species based on ribosomal DNA spacer sequences. Genome 39:499-512. 
 
Staskawicz B. (2001) Genetics of plant-pathogen interactions specifying plant disease resistance. 
Plant Physiology 125:73-76. 
 
Steiner KG. (1972) The influence of surface wax obtained from green berries of six selections of 
Coffea arabica on conidia of Colletotrichum coffeanum. Kenya Coffee 37:107-108. 
 
Teri JM, Kilambo DL, Mtenga DJ, Nyange NE, Nzallawahe TS, Chipungahelo GS, Kipokola TP & 
Kullaya IK. (2004) Improved Arabica varieties for the benefit of Tanzania coffee growers. In: 
Proceedings of the 20th International Conference on Coffee Science (ASIC), Bangalore, India, 
pp 1187-1191. 
 
Thakur RP & Shetty KG. (1993) Variation in pathogenicity among single-oospore isolates of 
Sclerospora graminicola, the causal organism of downy mildew in pearl millet. Plant Pathology 
42:715-721 
 
Thompson JD, Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F & Higgins DG. (1997) The ClustalX windows 
interface: flexible strategies for multiple sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic 
Acids Research 24:4876-4882. 
 
Torregrosa C, Cluzet S, Fournier J, Thierry H, Gamas P, Prospéri J-M, Ésquerré-Tugayé M-T, Dumas 
B & Jacquet C. (2004) Cytological, genetic and molecular analysis to characterize compatible and 
170 Capítulo 6 
 
 
incompatible interactions between Medicago truncatula and Colletotrichum trifolii. Molecular Plant-
Microbe Interactions 8:909-920. 
 
Trillas MI, Cotxarrera L, Casanova E & Cortadellas N. (2000) Ultrastructural changes and localization 
of chitin and callose in compatible and incompatible interactions between carnation callus and 
Fusarium oxysporum Physiological and Molecular Plant Pathology 56:107-116. 
 
Uronu AB. (1989) Studies on the infection of pea (Pisum sativum) by Colletotrichum pisi. MSc in 
Crop Protection, Project Report, University of Bath (In: Bailey et al., 1992). 
 
Valério HM, Resende MA, Weikert-Oliveira RCB & Casela CR. (2005) Virulence and molecular 
diversity in Colletotrichum graminicola from Brazil. Mycopathologia 159:449-459. 
 
Vallejos EC. (1983) Enzyme activity staining in isoenzymes. In: Plant Genetics and Breeding, Part A. 
Edited by Tanksley SD & Orton TJ, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, pp 469-516. 
 
Van der Graff NA. (1981) Selection of arabica coffee resistant to coffee berry disease in Ethiopia. 
Doctoral thesis. Wageningen, The Netherlands, 110 pp. 
 
Van der Vossen HAM. (1977) Plant breeding. The effect of tonic sprays with fungicides on growth, 
yield, quality and CBD infection. Annual Report of 1975/76. Coffee Research Foundation, Kenya, pp 
83-84. 
 
Van der Vossen HAM. (1985) Coffee selection and breeding. In: Coffee: Botany, biochemistry and 
production of beans and beverage. Edited by Clifford MN & Wilson KC. Croom Helm, London, pp 
48-96. 
 
Van der Vossen HAM. (2001) Agonomy I: Coffee Breeding Practices. In: Coffee Recent 
Developments. Edited by Clarke RJ & Vitzthum OG, Blackwell Sciences, pp 184-201. 
 
Van der Vossen HAM. (2006) State-of-the-Art of Developing Arabica Coffee Cultivars with Durable 
Resistance to Coffee Berry Disease (Colletotrichum kahawae). In: Proceedings of the 21th 
International Conference on Coffee Science (ASIC), 11-15 September. Montpellier, France, pp 794-
801. 
 
Van der Vossen HAM, Cook RTA & Marakaru GNW. (1976) Breeding for resistance to coffee berry 
disease caused by Colletotrichum coffeanum Noack (sensu Hindorf) in Coffea arabica L. I. Methods 
of pre-selection for resistance. Euphytica 25:733-745. 
Referências bibliográficas 171 
 
 
 
Van der Vossen HAM & Walyaro DJ. (1981) The coffee breeding programme in Kenya: A review of 
progress made since 1971 and plan of action for the coming years. Kenya Coffee 46:113-130. 
 
Van Etten HD, Mansfield JW, Bailey JA & Farmer EE. (1994) Two classes of plant antibiotics: 
phytoalexins versus ‘phytoanticipins’. Plant Cell 6:1191-1192 (In: Dixon et al., 2002). 
 
Van Loon LC. (1997) Induced resistance in plants and the role of pathogenesis-related proteins. 
European Journal of Plant Pathology 103:753-765. 
 
Várzea VMP. (1995) 1. Variabilidade em Colletotrichum spp. de cafeeiro 2. Pesquisa de fontes de 
resistência ao C. kahawae. Dissertação apresentada ao Instituto de Investigação Cientifica Tropical 
para acesso á categoria de Investigador Auxiliar. Instituto de Investigação Científica Tropical. Centro 
de Investigação das Ferrugens do Cafeeiro, 128 pp. 
 
Várzea VMP, Pedro JNM, Rodrigues Jr. CJ, Marques DV. (2001) Cultural variants in Colletotrichum 
kahawae. In: Proceedings 11th Congress of the Mediterranean Phytopathological Union. 3rd Congress 
of the Sociedade Portuguesa de Fitopatologia. Portugal, pp 269-271. 
 
Várzea VMP, Rodrigues Jr. CJ & Lewis BG. (2002 a) Distinguishing characteristics and vegetative 
compatibility of Colletotrichum kahawae in comparison with other related species from coffee. Plant 
Pathology 51:202-207.  
 
Várzea VMP, Rodrigues Jr. CJ & Medeiros EF. (1993) Different pathogenicity of CBD isolates on 
coffee genotypes. In: Proceedings of the 15th International Conference on Coffee Science (ASIC) 
Montpellier, France, pp 303-308. 
 
Várzea VMP, Rodrigues Jr. CJ, Silva MC, Pedro JP & Marques DM. (1999) High virulence of a 
Colletotrichum kahawae isolate from Cameroon as compared with other isolates from other regions. 
In: Proceedings of the 18th International Conference on Coffee Science (ASIC). August 2-6 Finland. 
Abstract, A 131. 
 
Várzea VMP, Silva MC & Rodrigues Jr. CJ. (2002 b) Resistência à antracnose os frutos verdes do 
cafeeiro. In: O Estado da Arte de Tecnologias na Produção de Café. Editor Zambolim L. 
Universidade Federal Viçosa, Viçosa, Brasil, pp 321-366. 
 
172 Capítulo 6 
 
 
Veneault-Fourrey C, Laugé R & Langin T. (2005) Nonpathogenic strains of Colletotrichum 
lindemuthianum trigger progressive bean defense responses during appressorium-mediated 
penetration. Applied and Environmental Microbiology 71:4761-4770. 
 
Waller JM. (1972) Water-borne spore dispersal in coffee berry diseae and its relation to control. 
Annals of Applied Biology 71:1-18. 
 
Waller JM. (1982) Some mycological aspects of the coffee berry disease pathogen. In: First Regional 
workshop on Coffee Berry Disease. 19-24 July, Addis Abada, Etiópia, pp 125-139. 
 
Waller JM. (1992) Colletotrichum diseases of perennial and other cash crops In: Colletotrichum. 
Biology, Pathology and Control. Edited by Bailey JA & Jeger MJ. CAB International, Wallingford 
UK, pp 167-185. 
 
Waller JM, Bridge PD, Black R & Hakiza G. (1993) Characterization of the coffee berry disease 
pathogen, Colletotrichum kahawae sp. nov. Mycological Research. 97:989- 994. 
 
Walyaro DJ. (1983) Considerations in breeding for improved yield and quality in arabica coffee 
(Coffee arabica L.). PhD Thesis. Wageningen, The Netherlands. 
 
Welsh J & McClelland M. (1990) Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers. Nucleic 
Acids Research 18:7213-7218. 
 
Wharton PS & Diéguez-Uribeondo J. (2004) The biology of Colletotrichum acutatum. Anales del 
Jardín Botánico de Madrid 61:3-22. 
 
Wharton PS & Julian AM. (1996) A cytological study of compatible and incompatible interactions 
between Sorgum bicolour and Colletotrichum sublineolum. New Phytologist 134:25-34. 
 
Wharton PS, Julian AM & O’Connell RJ. (2001) Ultrastructure of the infection of Sorghum bicolour 
by Colletotrichum sublineolum. Phytopathology 91:149-158. 
 
Whitelaw-Weckert MA, Curtin SJ, Huang R, Steel CC, Blanchard CL & Roffey PE. (2007) 
Phylogenetic relationships and pathogenicity of Colletotrichum acutatum isolates from grape in 
subtropical Australia. Plant Pathology 56:448-463. 
 
Williams JGK, Kubelik AR, Livak KJ, Rafalski JA & Tingey SV. (1990) DNA polymorphisms 
amplified by arbitrary primers are useful genetic markers. Nucleic Acids Research 18:6531-6535. 
Referências bibliográficas 173 
 
 
 
Wilson KC. (1985) Climate and Soil. In:Coffee: Botany, biochemistry, and production of beans and 
beverage. Edited by Clifford MN & Willson KC. Croom Helm, London & Sydney, pp 97:107. 
 
Wilson CL. (1997) Biological control and plant diseases - a new paradigm. Journal of Microbiology & 
Biotechnology 19:158-159. 
 
Winkel-Shirley B. (2002) Biosynthesis of flavonoids and effects of stress. Current Opinion on Plant 
Biology 5:218-223. 
 
Wolkow PM, Sisler HD & Vigil EL. (1983) Effects of inhibitors of melanin biosynthesis on structure 
and function of appressoria of Colletotrichum lindemuthianum. Physiological Plant Pathology 23:55-
71. 
 
Wrigley G. (1988) Coffee. Tropical Agriculture Series. Longman Scientific & Technical, New York, 
639 pp. 
 
Zietkiewicz E, Rafalski A, Labuda D. (1994) Genomic fingerprinting by simple sequence repeat 
(SSR)-anchored polymerase chain reaction amplification. Genomics 20:176–183. 
 
 
